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1 Einleitung 
1.1 Antikörper und rekombinante Antikörperfragmente 
Antikörper, auch Immunglobuline genannt, sind ein wichtiger Teil der Immunantwort der 
Kiefermäuler (Gnathostomata). Im Körper übernehmen sie die Aufgabe Antigene, beispiels-
weise Toxine oder Krankheitserreger, zu binden und dadurch für weitere Bestandteile des 
Immunsystems zu markieren. Antikörper werden von B-Lymphozyten gebildet und in die 
fünf Isotypen IgA, IgD, IgE, IgG und IgM unterteilt. IgM Antikörper liegen als Pentamere im 
Plasma vor und vermitteln in den meisten Fällen die primäre Immunantwort. Nach der Bin-
dung der IgM-Antikörper an die Fremdstoffe (Antigene) können die B-Lymphozyten einen 
Isotypenwechsel vollziehen und sich anschließend zu Antikörper-produzierenden Plasmazel-
len differenzieren. Je nachdem welcher Isotyp von Antikörpern an der Antigenbindung betei-
ligt ist kann eine Neutralisation, Opsonierung, Komplementaktivierung oder eine Aktivierung 
weiterer Bestandteile des Immunsystems erfolgen. IgG-Antikörper sind mit ca. 80 % der 
Immunglobuline im humanen Serum der am häufigsten zu findende Isotyp. IgG-Antikörper 
bestehen aus zwei identischen schweren Ketten (HC) und zwei identischen leichten Ketten 
(LC). Die schweren Ketten besitzen jeweils eine molekulare Masse von 50 kDa, die leichten 
Ketten jeweils eine Masse von 25 kDa. Insgesamt hat ein IgG-Antikörper eine molekulare 
Masse von ungefähr 150 kDa. Die beiden schweren Ketten sind in der so genannten Hinge-
Region über Disulfidbrücken kovalent miteinander verbunden. Die weitere Stabilisierung des 
Homotetramers erfolgt über nicht kovalente Wechselwirkungen (Abbildung 1.1 A und D). 
Die schweren Ketten bestehen aus den drei konstanten Regionen CH1, CH2 und CH3. Der 
Fc-Teil der für die Makrophagenbindung und Komplementaktivierung verantwortlich ist, 
wird von CH2 und CH3 beider Ketten gebildet. An CH2 schließt die Hinge-Region an, die die 
Flexibilität der Fab-Fragmente gewährleistet und die Verbindung zu CH1 ist. Die variable 
Region der schweren Kette wird mit (VH) bezeichnet. Die leichten Ketten bestehen aus einer 
C-terminalen, konstanten Domäne (CL) und N-terminalen, variablen Domäne (VL). Die leich-
te und die schwere Kette sind im Bereich von CH1 und CL mittels einer Disulfidbrücke ver-
bunden. Die variablen Domänen VH und VL bilden zusammen das so genannte FV-Fragment 
(Abbildung 1.1 E) und beinhalten die eigentlichen antigenbindenden Bereiche, die so genann-
ten CDRs (complementarity dertermining region). VH und VL enthalten jeweils drei dieser 
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hypervariablen Regionen. Die CDRs bilden zusammen mit dem Gerüstbereich (Framework) 
die Antigenbindungsstelle auch Paratop genannt (Janeway et al., 2002) 
 
 
 
Abbildung 1.1: Struktur von IgG Antikörpern und Antikörperfragmenten 
A) Schematische Darstellung eines IgG-Antikörpers B) Schematische Darstellung eines Fab-Fragments C) 
Schematische Darstellung eines scFv-Fragments D) 3D-Struktur („Space-fill“-Modell) eines IgG-Antikörpers 
nach Röntgenkristallstrukturanalyse E) Schematische Band-Darstellung der Fv-Region eines IgG-Antikörpers, 
die Schleifen der CDR-Bereiche sind gesondert gekennzeichnet. Abbildung modifiziert nach Dübel (2007) 
IgGs sind in der Diagnostik und pharmazeutischen Industrie nicht mehr wegzudenken. Mit 
einem prognostizierten Marktpotential von 30 Mrd. US $ bis 2010 für therapeutische, monok-
lonale Antikörper stellen sie ein enormes Potential dar (Evans, 2005). Antikörperfragmente 
werden ein immer bedeutsamerer Bestandteil für Therapie und Diagnostik. CH1, CL, VL und 
VH bilden zusammen das Fab-Fragment (Abbildung 1.1 A und B). Zwei dieser Fragmente 
können durch den enzymatischen Verdau eines IgGs mit Papain erzeugt werden (Liddell & 
Weeks, 1996). Ein bivalentes F(ab´)2-Fragment entsteht durch die Behandlung eines IgGs mit 
H1
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H3L3L2
VHVL
Antigenbindestelle
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D) E)
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Pepsin. Bei diesen enzymatischen Reaktionen wird der IgG-Antikörper in der Hinge-Region 
gespalten (Abbas et al., 1996). 
Die Gentechnik eröffnet heutzutage die Möglichkeit noch kleinere Antikörperfragmente her-
zustellen. Das Fv-Fragment besteht nur noch aus den beiden Domänen VH und VL. Dieses 
Fragment besitzt entgegen dem Fab-Fragment keine intermolekularen Disulfidbrücken, die 
eine kovalente Bindung ermöglichen würden, und wird nur durch intermolekulare Wechsel-
wirkungen zwischen VH und VL stabilisiert. Es erreicht aber nicht die Stabilität des Fab-
Fragments. Um diese Fragmente zu stabilisieren wurden die so genannten scFv-Fragmente 
(single chain Fragment variable) entwickelt (Abbildung 1.1 C). Bei diesen Fragmenten wird 
der C-Terminus von VH über einen 15-20 Aminosäuren langen Peptid-Linker mit dem N-
Terminus von VL verbunden. Die Fragmente haben eine molekulare Masse von ca. 25 kDa. 
Durch die räumliche Fixierung der beiden Domänen wird die Wahrscheinlichkeit einer Disso-
ziation beider Domänen verringert. Die beschriebene Reihenfolge von VH, Linker und VL ist 
räumlich begünstigt (Schmiedl & Dübel, 2004). 
Der Vorteil dieser Antikörperfragmente liegt darin, dass sie in prokaryotischen Zellen und 
somit kostengünstiger als IgGs in eukaryotischen Expressionssystemen produziert werden 
können. Weiterhin sind die durch den Fc-Teil vermittelten Effektorfunktionen oft nicht not-
wendig oder gar nicht erwünscht. Bei therapeutischen Anwendungen zeigen Antikörperfrag-
mente aufgrund ihrer geringeren Größe gegenüber IgGs eine verbesserte Penetration von 
Tumorgewebe (Beckman et al., 2007) und eine schnellere Ausscheidung über die Nieren. 
Ein Nachteil der scFv-Fragmente ist die Tendenz bei hohen Konzentrationen zur Aggregatbil-
dung zu neigen (Wörn & A Plückthun, 2001). 
1.2 Phagen-Display 
In der Vergangenheit wurden polyklonale Antikörpergemische durch die Immunisierung von 
Tieren gewonnen (von Behring & Kitasato, 1890). Monoklonale Antikörper werden seit 1975 
(Köhler & Milstein, 1975) mit Hilfe der Hybridomtechnologie gewonnen. Mit dieser Techno-
logie können aber keine Antikörper gegen z. B. hochtoxische Substanzen oder hochkonser-
vierte Proteine isoliert werden. Die Technik des Phagen-Display eröffnet die Möglichkeit der 
Isolation von Antikörpern und Antikörperfragmenten aus Antikörpergenbibliotheken gegen 
eine Vielzahl von Antigenen. 
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1.2.1 M13-Bakteriophage 
Als Bakteriophagen werden Viren bezeichnet, die nur Bakterien als Wirtsspektrum haben. 
Der Bakteriophage (Phage) M13 gehört wie die Phagen f1 und fd zu den filamentösen Phagen. 
Der M13 ist ca. 900 × 7 nm groß und in der Lage Bakterienzellen, die F-Pili ausbilden, zu 
infizieren und so sein ca. 6,5 kb zirkuläres Einzelstrang-DNA Genom in das Bakterium einzu-
schleusen. Durch den M13-Phagen werden die infizierten Bakterien nicht lysiert, sondern nur 
in ihrem Wachstum um ca. 50 % gehemmt (Webster, 2001). Auf dem Phagengenom sind 
insgesamt 11 Gene kodiert. Drei der Gene sind für die Replikation, drei für den Zusammen-
bau des Phagen und fünf für die Hüllproteine verantwortlich. Das mit ca. 2700 Kopien am 
häufigsten gebildete Protein je Phagenpartikel ist das Hüllprotein pVIII. Das Hüllprotein pIII 
liegt in drei bis fünfacher Kopie vor und liegt am Kopfende des Phagen (Abbildung 1.2) 
(Webster, 2001). Dieses Protein ermöglicht die Bindung des Phagenpartikels an den F-Pili der 
Bakterien und dessen Gen gIII kann bei der Konstruktion von Phagemidvektoren zur Fusion 
mit den Antikörperfragmenten verwendet werden. 
 
 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des M13-Phagen 
1.2.2 Antikörpergenbibliotheken 
Antikörpergenbibliotheken enthalten die genetische Information einer Vielzahl von Antikör-
pern. Die genetische Information wird dabei aus isolierten B-Lymphozyten von einem oder 
mehreren humanen oder nicht humanen Spendern mittels PCR amplifiziert und in Phagemide 
kloniert (Abbildung 1.3). Je nach verwendetem Spenderrepertoire wird zwischen universellen 
Bibliotheken und Immunbibliotheken unterschieden (Hust et al. 2007a). Universelle Biblio-
theken werden aus B-Lymphozyten von nicht immunisierten Spendern erzeugt. Da bei der 
Konstruktion auf das IgM-Genrepertoire zurückgegriffen wird, enthalten diese Bibliotheken 
pVII/pIX
pVIII
pVI
pIII
Phagengenom
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die genetische Information von Antikörpern gegen nahezu alle Antigene (Marks et al., 1991) 
(Griffiths et al., 1993). Immunbibliotheken hingegen werden aus bereits mit dem entspre-
chenden Antigen immunisierten Spendern gewonnen. Hierbei werden nicht IgM- sondern 
IgG-spezifische Oligonukleotide zur Amplifikation der Genabschnitte verwendet (Clackson et 
al., 1991). Aus solchen Immunbibliotheken können bereits hochspezifsche, in vivo affinitäts-
gereifte Antikörper gegen das zur Immunisierung verwendete Antigen isoliert werden (Pelat 
et al., 2007). 
Universelle Bibliotheken lassen sich in naive, semi-synthetische und synthetische Bibliothe-
ken unterteilen. Naive Bibliotheken enthalten das Antikörpergenrepertoire in natürlicher, 
unveränderter Form. Semi-synthetische Bibliotheken sind so konstruiert, dass die Antikörper-
gene in bestimmten Bereichen randomisierte Sequenzen enthalten (Pini et al., 1998) (Hoo-
genboom & Winter, 1992). Rein synthetische Bibliotheken bestehen aus einem festgelegten 
framework und vollständig randomisierten CDR-Bereichen (Knappik et al., 2000).  
 
 
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Erstellung einer Antikörpergenbibliothek 
Lymphozyten
Erythrozyten
B-Lymphozyte
Entnahme der Blutprobe
Isolierung der Lymphozyten
Isolation der mRNA / gesamt RNA
und cDNA-Synthese
Amplifikation der
Antikörpergene
Klonierung der Antikörper-
gene in Phagemide
Transformation von E. coli und
Verpackung mit Helferphagen
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1.2.3 Phagen-Display-Technologie 
Das Prinzip des Phagen-Displays beruht auf der Kopplung von Genotyp und Phänotyp. Smith 
(Smith, 1985) fusionierte eine Restriktionendonuklease mit dem pIII-Hüllprotein von M13. 
Im weiteren Entwicklungsverlauf wurden mittels Fusion an das pIII-Protein auch Antikörper-
fragmente auf der Oberfläche von Phagen präsentiert (McCafferty et al., 1990) (Breitling et 
al., 1991). Das Hüllprotein pIII erwies sich von den Capsidproteinen am besten geeignet. Da 
das Einbringen von zusätzlicher genetischer Information, z. B. Gene für Antikörperfragmente, 
in das Phagengenom einen Selektionsnachteil für die entsprechenden Phagen darstellt, wurde 
dazu übergegangen Phagemidvektoren (Abbildung 1.3) zu verwenden (Barbas et al., 1991), 
(Breitling et al., 1991), (Hoogenboom et al., 1991). Diese Phagemidvektoren enthalten die 
genetische Information der Antikörperfragment-pIII-Fusion, einen Selektionsmarker und die 
für E. coli und M13 notwendigen Replikationsursprünge. Um die Anreicherung von non-
sense-Mutationen zu verringern, steht die Expression des Fusionsproteins unter der Kontrolle 
eines induzierbaren Promotors (Breitling & S Dübel, 1997). In den meisten Fällen wird der 
LacZ-Promotor verwendet. Für die Verpackung der Phagemide muss eine zweite Infektion 
mit einem Helferphagen, der die nötigen genetischen Informationen für die Phagenreplikation 
und Verpackung mitbringt, erfolgen. Das einzelsträngige Phagemid wird in die Phagenparti-
kel verpackt und das Fusionsprotein aus Antikörperfragment und pIII auf der Oberfläche 
präsentiert (Abbildung 1.4). Die Anzahl der präsentierten Antikörperfragmente lässt sich 
durch verschiedene Helferphagen modifizieren. Während bei der Verwendung des M13-
Phagen eine monovalente Präsentation erzielt wird (Vieira & Messing, 1987a) und (Chasteen 
et al., 2006), kommt es bei der Verwendung des modifizierten Helferphagen Hyperphage zu 
einer multivalenten Präsentation des Antikörperfragments auf der Phagenoberfläche (Rondot 
et al., 2001), (Soltes et al., 2007). 
 
Abbildung 1.4: Schematische Darstellung eines M13-scFv-Phagen  
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Die Antikörperphagen können für die Selektion von spezifisch bindenden Antikörperfragmen-
ten eingesetzt werden. Die Technologie der Selektion von Antikörperphagen mittels Phagen-
Displays wird auch als Panning bezeichnet (Parmley & Smith, 1988). 
Für die Selektion von spezifischen Antikörperfragmenten wird das gewünschte Antigen an 
eine Mikrotiterplatte (Barbas et al., 1991), an magnetische Partikel (Hawkins et al., 1992) 
oder in Immunoröhrchen (Hust et al., 2002) gekoppelt. Auf dem Antigen wird anschließend 
die Antikörperphagen-Bibliothek inkubiert und nicht gebundene Phagen in mehreren Wasch-
schritten entfernt. Anschließend können spezifisch gebundene Phagen mittels pH-
Verschiebung oder Trypsinierung eluiert werden. Die eluierten Phagen werden zur Infektion 
von E. coli-Zellen verwendet und nach erfolgter Hyperinfektion mit einem Helferphagen 
werden neue Phagenantikörper produziert (Abbildung 1.5). Diese Phagenantikörper werden 
für eine erneute Selektionsrunde eingesetzt. Nach zwei bis vier Selektionsrunden werden 
Einzelklone auf Produktion spezifischer Antikörperfragmente untersucht. Da beim Phagen-
Display gleichzeitig die Gensequenz isoliert wird, können die gewonnenen Antikörperfrag-
mente anschließend in andere Antikörperformate oder alternative Expressionvektoren kloniert 
werden. 
 
Abbildung 1.5: Schematische Darstellung einer Selektion von spezifischen Antikörperphagen aus einer 
Antikörperphagenbibliothek 
verwendete Antikörperphagenbibliothek
Inkubation der Bibliothek
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Amplifikation der
angereicherten Phagen
Analyse von Einzelklonen
im ELISA
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1.2.4 Affinitätsreifung rekombinanter Antikörperfragmente 
Die Affinitätsreifung ist eine gängige Verfahrensweise zur Verbesserung der Affinität von 
rekombinanten Antikörpern. Für die Affinitätsreifung stehen mehrere Technologien zur Ver-
fügung. Es können gezielt einzelne oder randomisiert Mutationen eingefügt werden (Alvi et 
al., 2003), (Alzari et al., 1990), (Hawkins et al., 1992). Eine Methode der Zufallsmutagenese 
ist die Verwendung von E. coli-Mutatorstämmen. Ein Vorteil dieser Methode ist die Mög-
lichkeit, Mutationen in die Genabschnitte der Antikörperfragmente einzufügen, ohne zusätzli-
che Transformationen durchzuführen. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass die Mutationen 
nicht nur den Genabschnitt des Antikörperfragments betreffen, sondern sich über das gesamte 
Bakteriengenom verteilen und somit auch essentielle Proteine des Wirtsbakterium und der 
Expressionsvektor selbst betroffen sein können (Low et al., 1996), (Irving et al., 1996), (Coia 
et al., 2001) ,(Nguyen & Daugherty, 2003). 
Eine andere Methode der Mutagenese der Gensequenz des Antikörperfragments ist die error-
prone-PCR. Bei dieser Methode werden die Gensequenzen in mehreren PCR-Runden mit 
flankierenden Oligonukleotiden und durch die Verwendung spezieller Polymerasen mit hoher 
Fehlerrate amplifiziert. Dabei sind bis zu 50 Punktmutationen pro 1 kb möglich (Graff et al., 
2004). Nach der Mutagenisierung der Genabschnitte werden neue Antikörpergenbibliotheken 
erzeugt. In diesem Schritt liegt auch der Nachteil der PCR-Methode, da durch die Transfor-
mationseffizienz die Komplexität der Bibliotheken beschränkt wird. Da in den meisten Fällen 
bereits spezifisch bindende Antikörperfragmente mutagenisiert werden, ist die Komplexität in 
diesem Schritt nicht so essentiell wie bei der Erzeugung von universellen Antikörpergenbib-
liotheken. Nach der Erzeugung der randomisierten Bibliotheken werden mittels Panning und 
entsprechenden Selektionsbedingungen affinitätsgereifte Antikörperfragmente isoliert (Hust 
et al., 2007b) 
Eine weitere Möglichkeit der Affinitätsreifung von Antikörperfragmenten ist das so genannte 
chain-shuffling, bei der die komplette leichte Kette VL oder die komplette schwere Kette VH 
des Antikörperfragments gegen ein universelles Antikörpergenrepertoire ausgetauscht wird 
(Marks et al., 1992), (Park et al., 2000). 
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1.2.5 Isolierung von Salmonella- und Campylobacter-spezifischer Antikörper 
In der Literatur sind viele wissenschaftliche Arbeiten zur Isolierung von Antikörpern gegen 
Salmonellen beschrieben. Monoklonale Antikörper werden dabei durch die Immunisierung 
von Mäusen und der anschließenden Selektion von Hybridomzellen gewonnen. Kissel und 
Kollegen (1994) generierten 16 monoklonale Antikörper gegen ein 36 kDa großes Porin von 
Salmonella Typhi, indem sie das Protein rekombinant in E. coli produzierten und die aufge-
reinigte Proteinfraktion dazu nutzten BALB/c-Mäuse zu immunisieren. Singh und Kollegen 
(1992a) immunisierten ebenfalls BALB/c Mäuse und generierten 41 monoklonale Antikörper 
gegen Porine. Im Unterschied zu Kissel wurden die Porine nicht rekombinant in E. coli pro-
duziert, sondern direkt aus Salmonella Typhimurium isoliert. Die Isolierung von humanen, 
monoklonalen Antikörpernfragmenten mittels Phagen-Display wurde bislang nicht beschrie-
ben. Deng und Kollegen (1994) untersuchten mittels Phagen-Display die Präsentation und die 
veränderten Bindungseigenschaften eines auf dem murinen monoklonalen Antikörpers Se155-
4 basierenden scFv, dessen Gen mittels error-prone-PCR randomisiert wurde. Der Antikörper 
Se155-4 ist spezifisch für Salmonella Serogruppe B o-Polysaccharide. 
Die für Campylobacter spec. in der Literatur beschriebenen Antikörper wurden ebenfalls 
durch Immunisierung von Mäusen erzeugt. Es wurden unterschiedliche Immunisierungsstra-
tegien mit verschiedenen Antigenen verfolgt. Für die Immunisierungen wurden Bakteriensus-
pensionen (Kosunen et al., 1984), Flagellin (Nachamkin & Hart, 1986), gereinigte 
Proteinfraktionen (Brooks et al., 1995) und rekombinant in E. coli produziertes major outer 
membrane protein (Momp) von Campylobacter jejuni (Qian et al., 2008) verwendet. Bisher 
wurden keine humanen, monoklonalen Antikörperfragmente mittels Phagen-Display generiert. 
1.3 Salmonellen und Campylobacter als Auslöser von Zoonosen 
Salmonellen und Campylobacter sind weltweit die Ursache von lebensmittelbedingten Infek-
tionskrankheiten, die je nach körperlicher Verfassung der Betroffenen auch bis zum Tode 
führen können. Schweinefleisch gilt dabei als eine der Hauptinfektionsquellen in Industrie-
ländern. Das Robert Koch Institut (RKI) meldete für 2007 bis zur 49. Kalenderwoche 53.490 
Salmonellosen in Deutschland. Im gleichen Zeitraum des Vorjahres wurden 50.470 Fälle 
gemeldet. Das entspricht einer Steigerung von ca. 6 % (RKI, 2007).  
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Campylobacter spec. werden in Deutschland ein immer wichtigerer Auslöser von Zoonosen. 
Mit 63.399 Fällen für das Jahr 2007 bis zur 49. Kalenderwoche überstieg die Zahl der Infek-
tionen die Vorjahreszahl von 49.346 um ca. 28 %. Sie lösten damit die Salmonellen als wich-
tigsten Enteritiserreger ab. Bei der Untersuchung von infizierten Masthähnchenbeständen 
wurde, wenn eine Speziesbestimmung erfolgte, in 58,5 % der Fälle C. jejuni und in 41,5 % 
C. coli isoliert (RKI, 2007). 
Die Diagnostik von Zoonosen bereits im Mastbetrieb stellt ein wichtiges Instrument zur Ver-
größerung der Verbrauchersicherheit dar. Für die Vielzahl von Proben und den Zeitdruck, der 
bei Mast- und Schlachtbetrieben besteht, sind schnelle, verlässliche und hochdurchsatzfähige 
diagnostische Verfahren nötig. 
1.4 Salmonella enterica Subspezies enterica Serotyp Typhimurium  
Salmonellen sind eine seit über 100 Jahren bekannte Gattung, der Familie der Enterobacteria-
ceae. Salmonella Typhi wurde bereits 1880 von Eberth mikroskopisch bestimmt. Salmonellen 
sind 0,7-1,5 x 2,0-5,0 µm große, Gram-negative, fakultativ anaerobe Stäbchen. Die meisten 
Salmonellen sind durch eine peritriche Begeißelung beweglich (Rolle & Mayr, 2002). Der 
eigentliche Gattungsname wurde von Lignieres und Salmon geprägt. Alle Gram-negativen 
Bakterien besitzen eine innere und eine äußere Membran. Zusätzlich ist die äußere Membran 
von einer Lipopolysaccharidschicht (LPS) umgeben. Das LPS ist durch das Lipid A in der 
äußeren Membran verankert. Dieser Lipidanker ist toxisch und wird auch als Endotoxin be-
schrieben (Shands et al., 1974), (Selbitz et al., 1995). Endotoxine werden bei der Zelllyse 
freigegeben und können Fieber und Entzündungsreaktionen auslösen. Neben dem Lipid A 
besteht die LPS-Schicht aus einer aus Zuckerketten aufgebauten Kernregion und einer hoch-
variablen Sequenz von Oligosaccharideinheiten, die als O-Antigen bezeichnet wird (Selbitz & 
Bisping, 1995). Eine weitere antigene Struktur auf der Oberfläche von Salmonellen sind die 
Geißeln, die auch als H-Antigen bezeichnet werden. Anhand dieser O- und H-Antigene wur-
den die Salmonellen in verschiedene Serotypen eingeteilt. Kauffmann (1966) teilte die Sal-
monellen noch nach dem Prinzip „ein Serotyp – eine Art“ ein. Diese Einteilung führte zu über 
2400 verschiedenen Salmonellenspezies. Erst Crosa und Kollegen (1973) definierte mit Hilfe 
von DNA-DNA Hybridisierungsversuchen die Einteilung der Salmonellen in die Spezies 
Salmonella enterica, die wiederum in 6 Subspezies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 
houtenae und indica unterteilt ist. Die einzelnen Subspezies sind weiterhin in verschiedene 
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Serotypen aufgeteilt. Salmonella enterica ssp. enterica ist mit ca. 1400 Serotypen die größte 
Gruppe. Eine weitere Salmonellenspezies ist Salmonella bongori, die allerdings nur eine 
Subspezies bongori mit 20 verschiedenen Serotypen enthält (Reeves et al., 1989) und (Rolle 
& Mayr, 2002). 
 
Tabelle 1.1: Übersicht über die Gattung Salmonella (Rolle & Mayr, 2002)  
Spezies Salmonella enterica Salmonella bongori 
Supspezies enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica bongori 
Serovare 1405 471 94 311 65 10 19 
 
Salmonella enterica ssp. enterica Serotyp Typhimurium ist bei Zoonosen der am häufigsten 
zu findende Serotyp. Zur Vereinfachung der Bezeichnung von Salmonellen wurde sich darauf 
geeinigt nur die Spezies- und Serotypenbezeichung zu verwenden. Salmonella enterica ssp. 
enterica Serotyp Typhimurium wird somit zu Salmonella Typhimurium. 
1.4.1 Pathogenität und Virulenz von Salmonellen 
Die Pathogenität ist ein speziesspezifisches, qualitatives Merkmal. Eine Bakterienart wird 
dabei als pathogen oder apathogen eingestuft. Die quantitative Ausprägung der Pathogenität 
wird bei dem jeweiligen Erregerstamm als Virulenz bezeichnet (Selbitz et al., 1995). Salmo-
nelleninfektionen können zwei unterschiedliche Ausprägungen aufzeigen. Sie verlaufen ent-
weder latent als lokale gastroenteritische, oder als septikämische Allgemeininfektion. 
Salmonellen sind mit ihren Fimbrien in der Lage sich an Zellen des Darmepithels anzuheften. 
Dieser Anheftungsprozess ist der erste Pathogenitätsschritt. Anschließend sind invasive Sal-
monellen in der Lage in die Epithelzellen einzudringen und sich über das Lymphsystem zu 
verbreiten. Weitere Virulenzfaktoren sind die Endo- und Enterotoxine der Salmonellen, die 
einen entscheidenden Anteil an der Virulenzausprägung haben. Ein Teil der Toxine wird erst 
durch die Lyse der Zellen freigesetzt und führt dann bei den infizierten Tieren bzw. Menschen 
zu massiven Fieberschüben (Selbitz et al., 1995), (Rolle & Mayr, 2002). 
Salmonellen haben ein sehr breit gefächertes Wirtsspektrum und kommen in allen Säugetieren, 
Reptilien und Amphibien vor. Unter den Salmonellen gibt es Serovaren, die wirtsadaptiert 
oder nicht-wirtsadaptiert sind. Wirtsadaptierte Serovaren führen in den meisten Fällen nur bei 
dem entsprechenden Wirt zur Ausprägung von Symptomen. Salmonella Gallinarum ist bei-
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spielsweise an Hühnervögel adaptiert und Infektionen beim Menschen treten eher selten auf. 
Salmonella Dublin ist an das Rind adaptiert, allerdings treten auch beim Menschen teilweise 
schwere Erkrankungen auf. Salmonella Typhimurium ist ein nicht-wirtsadaptierter Serovar 
und wird bei vielen Tierarten und auch beim Menschen gefunden (Selbitz et al., 1995). Dieser 
Serovar wird am häufigsten isoliert, und führt beim Menschen zum Teil zu schweren Krank-
heitssymptomen. Beim Schwein hingegen kommt es nur selten zur Ausprägung von Sympto-
men, was eine einfache Diagnostik unmöglich macht. 
Die Problematik, die in den letzten Jahren immer mehr in den Vordergrund rückt, ist die mul-
tiple Resistenz der Salmonellen gegen verschiedene Antibiotika. Der bei Schweinen dominie-
rende Serotyp Salmonella Typhimurium Lysotyp DT104 wies 2002 in über 95 % eine 
fünffache (teilweise sogar zwölffache) Resistenz gegenüber Antibiotika auf. Diese Resistenz-
entwicklung entwickelt sich dahin, dass 2004 nahezu 100 % der Isolate multiresistent gegen 
17 getestete antimikrobielle Substanzen waren (BfR, 2008).  
 
 
Abbildung 1.6: Salmonella Typhimurium 
Eingefärbte elektronenenmikroskopische Aufnahme von Salmonella Typhimurium (rot), die in humane Zellen 
eindringen. (Webpage Illinois Department of public health: www.idph.state.il.us) 
1.4.2 Diagnostik von Salmonellen 
Die Diagnostik von Salmonellen und Salmonelleninfektionen geschieht heutzutage über zwei 
Wege. Eine Möglichkeit des direkten Erregernachweises ist die Diagnostik mittels Selekti-
onskulturen, PCR oder markierter DNA-Sonden. Eine andere Möglichkeit der Diagnostik ist 
der immunologische Nachweis, der über α-Salmonella-Antikörper des Wirtes geführt wird. 
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1.4.3 Direkter Nachweis 
Für den direkten Erregernachweis bei lebenmittelbedingten Infektionen gibt es in Deutschland 
eine Reihe von Vorschriften, die in der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren 
nach §64 des Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch Nr. L 00.00.20 und Nr. L 00.00.20a 
zusammengefasst sind. Bei dem direkten Nachweis findet in der Regel eine Voranreicherung 
in nicht selektivem Medium statt. Nach der Voranreicherung werden die Proben auf Selektiv-
nährböden ausgestrichen. Die Selektivnährböden fördern das Wachstum der Salmonellen, 
hemmen gleichzeitig aber die Begleitflora. Je nach zu erwartender Begleitflora sind unter-
schiedliche Selektivmedien zu verwenden. Proben mit zu erwartender hoher Begleitflora wie 
Kotproben oder Abstriche müssen auf stärkeren Selektivmedien als z. B. Lebensmittelproben 
kultiviert werden (Bockemühl, 1992). Die Problematik des kulturellen Erregernachweis ist die 
zeit- und kostenintensive Anzucht der Salmonellen. Ein Überblick über den Umfang dieser 
Diagnostikmethode gibt Abbildung 1.7. 
 
Abbildung 1.7: Nachweis von Salmonellen nach L00.00.20 §64 LFGB 
 
Eine weitere Möglichkeit der Salmonellen-Diagnostik ist die Verwendung von Gensonden. 
Die erste für die Diagnostik geeignete Gensonde war ein Genfragment von Salmonel-
la Typhimurium (Fitts et al., 1983). Mittlerweile existieren auch Nucleinsäure-Sonden, die in 
der Gegenwart von komplementärer RNA stark fluoreszieren und somit die Diagnostik von 
Salmonellen mittels Fluoreszenzmikroskopie ermöglichen. Die Sonden ermöglichen ver-
Tag 1
Voranreicherung in nicht selektivem Medium
37 °C, gepuffertes Peptonwasser, 16-20 h
Tag 2
Selektion auf MgCl2-Malachitgrün-Medium
42 °C, 18-48 h
Tag 2
Selektion auf Selenit.Cystein-Medium
37 °C, 18-48 h
Tag 3 bzw. Tag 4
Isolierung auf festen Selektivnährböden
BPLS-Agar
37 °C, 20-24 h
2. fester Selektivnährboden nach Wahl
37 °C, 20-24 h
Tag 4 bzw. Tag 5
Auswahl verdächtiger Kolonien Ausstrich auf Nähragar
37 °C, 18-24 h
Tag 5 bzw. Tag 6
Biochemische Identifizierung auf 
verschiedenen Nährmedien
37 °C, 24 h
Tag 5 bzw. Tag 6
Serologische Identfizierung
Tag 7
Auswertung der Ergebnisse
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schiedene Bakterien anhand geringer Unterschiede in der Sequenz ihrer 16s RNA zu unter-
scheiden (Silverman & Kool, 2005). Neben der Diagnostik mit Gensonden wird die PCR zum 
diagnostischen Nachweis von Salmonellen eingesetzt. Mittlerweile existieren verschiedene 
Oligonukleotidzusammenstellungen, um unterschiedliche Ansprüche in der Diagnostik abzu-
decken (Aabo et al., 1993), (Alvarez et al., 2004). Bei der Diagnostik mittels Gensonde oder 
PCR ist oftmals eine Voranreicherung notwendig. Die zeitaufwändige Kultivierung auf Selek-
tivnährböden wird dabei umgangen. Ein Nachteil des direkten Erregernachweises ist die dis-
kontinuierliche Ausscheidung von latent infizierten Salmonellenträgern, die eine Erkennung 
der Infektion oftmals nicht zulässt. Eine Voranreicherung ist dabei unumgänglich. Außerdem 
sind die Art der Probennahme, der Transport und die Bearbeitung des Probenmaterials ent-
scheidend für eine erfolgreiche Diagnostik (Selbitz et al., 1995).  
1.4.3.1. Indirekter Nachweis 
Der indirekte Erregernachweis findet über die im Serum oder Fleischsaft enthaltenen Anti-
körper des Wirts statt. Der Vorteil des indirekten Nachweises ist, dass Tierbestände lückenlos 
untersucht werden können und die Problematik der diskontinuierlichen Erregerausscheidung 
umgangen wird. Die Antikörper können auch noch Wochen nach einer überstandenen Salmo-
nelleninfektion nachgewiesen werden (Kramer et al., 1999). Ein weiterer Vorteil dieser Tech-
nik ist die große Probenzahl, die in kurzer Zeit bearbeitet werden kann und somit für den 
Einsatz in der Nutztierhaltung und Fleischgewinnung geeignet ist. Eine Voranreicherung ist 
nicht mehr nötig.  
In Deutschland sind mittlerweile mehrere nicht kompetitive ELISA-Testsysteme erhältlich. 
Der so genannte Mix-ELISA, der SALMOTYP®-Fleischsaft-ELISA und der Enterisol®-
ELISA. Diese ELISA-Systeme verwenden Salmonellen-spezifische O-Antigene. Der Mix-
ELISA ist ein nicht kommerzieller ELISA, der nach der Vorschrift des Bundesinstitutes für 
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin durchgeführt wird. Er beruht auf 
dem von Nielsen und Kollegen (1995) entwickelten „dänischen ELISA“. In diesem ELISA 
werden die O-Antigene 1, 4, 5 und 12 von Salmonella Typhimurium und die O-Antigene 6 
und 7 von Salmonella Cholerasuis als Antigen eingesetzt. Der SALMOTYP®-Fleischsaft-
ELISA und auch der Enterisol®-ELISA basieren auf dem gleichen Testsystem, allerdings 
handelt es sich hierbei um einen kommerziellen, standardisierten ELISA der Labor Diagnos-
tik GmbH (Leipzig) bzw. Boehringer Ingelheim. Da die Antikörper im Serum bzw. Fleisch-
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saft auch nach überstandener Infektion noch nachweisbar sind, können diese ELISA-
Nachweissysteme nicht für die Bestimmung der aktuellen Salmonellenbelastung eingesetzt 
werden. Sie können aber genutzt werden, eine Aussage über die generelle Salmonellenbelas-
tung und Prävalenz von Salmonellen innerhalb eines Mastbetriebes zu treffen. Das Bundes-
amt für Ernährung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz hat mit der Verordnung zur 
Verminderung der Salmonellenverbreitung durch Schlachtschweine die gesetzliche Grundlage 
für eine flächendeckende Bestandsüberwachung geschaffen. Die Überwachung ist aufgrund 
der hohen Probenzahl nur mit Hilfe der ELISA-Technik möglich. (Nielsen et al., 1995), 
(Steinbach & Staak, 2001). 
1.4.4 Outer membrane protein D (OmpD)  
Salmonella Typhimurium gehört zu den Gram-negativen Bakterien und besitzt somit eine 
äußere Membran. In die äußere Membran ist eine Vielzahl von Proteinen eingebettet, die 
outer membrane proteins (Omps). Einen Anteil dieser Proteine bilden wassergefüllte Porine, 
die für den Transport von niedermolekularen Substanzen zuständig sind (Nikaido, 1994). Das 
outer membrane protein D (OmpD) ist ein ca. 34 kDa großes Porin und wird neben OmpF 
und OmpC von Salmonella Typhimurium exprimiert (Lee & Schnaitman, 1980), (Nikaido & 
Vaara, 1985), (Singh et al., 1992b). Das OmpD ist bis auf Salmonella Typhi spezifisch für 
Salmonella spec. (Santiviago et al., 2001) Es weist eine Homologie mit dem NmpC und Lc 
Porin von E. coli K-12 auf (Singh et al., 1992a). 
OmpD macht einen Anteil von ca. 1 % der Gesamtproteinmenge einer Zelle aus (Santiviago 
et al., 2003) und spielt als Metabolittransporter z. B. eine Rolle bei der Resistenz gegen Me-
thyl-Viologen (Santiviago et al., 2002). Die Bedeutung von OmpD bei der Infektion von 
Menschen bzw. Tieren ist nicht geklärt. Es ist eine OmpD-Mutante beschrieben, die in Bezug 
auf den Wildtyp eine verringerte Virulenz besitzt (Dorman et al., 1989). Andere konnten bei 
der Verwendung der gleichen Mutante keinen Unterschied in der Virulenz feststellen (Meyer 
et al., 1998) (Selke et al., 2007). 
1.5 Campylobacter coli und Campylobacter jejuni 
Die Taxonomie von Campylobacter spec. ist umstrittener als die Einteilung von Salmonel-
la spec.. Laut Kist (Kist, 1986) sprach bereits T. Escherich 1886 von nicht züchtbaren spiral-
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förmigen Bakterien. Die vermutliche Erstbeschreibung geht auf McFadyen und Stockmann 
zurück, die 1909 vibrioähnliche Erreger isolierten. Levy beschrieb diese Vibrionen 1946 beim 
Menschen (Kist, 1986). Anhand von DNA-Untersuchungen (Bestimmung der Guanosin- und 
Cytosingehalte) wurde die vibrioähnliche Gruppe abgegrenzt und als Campylobacter bezeich-
net (Sebald & Veron, 1963). Heute werden sie in die Klasse der Epsilonproteobacteria, der 
Ordnung Campylobacteriales, in die Familie der Campylobacteriaceae eingeordnet. In der 
Familie der Campylobacteriaceae sind die Gattungen Campylobacter, Arcobacter, Sulfuros-
pirillum und Thiovulum zu finden. Derzeit werden 16 Campylobacter Spezies und 6 Subspe-
zies unterschieden (Garrity et al., 2002). Die wichtigsten Vertreter sind Campylobacter coli 
und Campylobacter jejuni, die für einen Großteil der durch Campylobacter verursachten Er-
krankungen verantwortlich sind (Qian et al., 2008). Eine nahe verwandte Familie der Campy-
lobacteriaceae ist die Familie der Helicobacteriaceae, die ebenfalls in die Ordnung der 
Campylobacteriales eingeteilt wird. Der bekannteste Vertreter der Helicobacteriaceae ist 
Helicobacter pylori, der in den 80er Jahren  im Magen von Patienten nachgewiesen wurde 
(Marshall & Warren, 1984) und heute als Mitverursacher von Magengeschwüren gilt (Mars-
hall & Windsor, 2005). 
 
Tabelle 1.2: Spezies und Subspezies der Gattung Campylobacter (Garrity, 2005) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Campylobacter sind wie Salmonellen Gram-negative, mikroaerophile, spiralig gewundene bis 
S-förmige Stäbchen. Sie sind 0,2-0,8 µm x 0,5-5,0 µm groß und besitzen meist polar oder 
bipolar ein Flagellum zur Fortbewegung. Campylobacter besitzen ein Temperaturoptimum im 
mesophilen Bereich von 30-37 °C. Es gibt allerdings auch thermophile Campylobacter wie 
Spezies Subspezies Spezies Subspezies 
C. coli --- C. rectus --- 
C. concisus --- C. showae --- 
C. curvus --- C. sputorum --- 
C. gracilis --- C. upsaliensis --- 
C. helveticus --- C. laniene --- 
C. hominis --- C. fetus fetus 
venerealis 
C. lari --- C. hyointestinalis hyointestinalis lawsonii 
C. mucosalis --- C. jejuni jejuni doylei 
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z.B. C. jejuni und C. coli, die ihr Wachstumsoptimum bei ca 42 °C besitzen (Penner, 1991). 
Diese Eigenschaft wird auch zur Selektivanreicherung von den genannten Campylobacter-
spezies genutzt. 
 
Abbildung 1.8: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Campylobacter jejuni 
(Agricultural Research Service, United States Department of Agriculture: www.ars.usda.gov/main/main.htm) 
1.5.1 Pathogenität und Virulenz von Campylobacter spec. 
Der Pathogenitätsmechanismus für Campylobacter spec. ist bislang nicht völlig aufgeklärt 
und es ist kein adäquates Tiermodell zur Untersuchnung vorhanden (Garrity, 2005). Für die 
Infektion von Säugetieren dürften ähnliche Mechanismen wie bei Salmonella spec. gelten. Es 
konnte gezeigt werden, dass Flagellin (Nachamkin & Hart, 1986), O-Antigene (Brooks et al., 
2001) oder Membranproteine (Blaser et al., 1984) von Campylobacter spec. immunogene 
Wirkung aufweisen. Die Symptome einer Campylobacterinfektion entsprechen denen einer 
klassischen Gastroenteritis und sind ohne nähere Diagnostik nicht von Salmonellosen zu 
unterscheiden. Die Gefahr bei Campylobacterinfektionen liegt in der, im Vergleich zu Salmo-
nellen, sehr geringen Infektionsdosis von ca. 500 Keimen (Robinson, 1981). Campylobacte-
rinfektionen beim Menschen sind in Deutschland wie Salmonellosen meldepflichtig. Eine 
folgenschwere, wenn auch sehr seltene Erkrankung, die nach einer Infektion mit C. jejuni, 
auftreten kann ist das Guillain-Barré-Syndrom. Bei dieser Erkrankung kommt es zur Entzün-
dung der Nervenwurzeln oder der Nervenscheide des Rückenmarks und der peripheren Ner-
ven, die zu Lähmungen der Arme und Beine bis hin zu Atemlähmungen führen kann 
(Nachamkin et al., 1998). 
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1.5.2 Diagnostik von Campylobacter spec. 
Der Nachweis von Campylobacter spec. besitzt nicht den gleichen Standard wie die Diagnos-
tik von Salmonella spec. Die meisten Labore verwenden biochemische Verfahren zum Nach-
weis von Campylobacter spec. (Vandamme & Goossens, 1992). Jedoch werden immer 
häufiger auch Schnellverfahren wie PCR oder ELISA zur Diagnostik eingesetzt. Die klassi-
schen, kulturellen Diagnostikverfahren orientieren sich an der ISO-Norm 10272. Die etwas 
abgeänderte Version ISO 10272/1 ist seit April 2006 gültig (BfR, 2008). Nach einer Voran-
reicherung der zu untersuchenden Probe, z. B. in Preston-Bouillion oder Bolton-Bouillion, 
findet ein kultureller Nachweis auf Selektivnährböden wie Skirrow-Agar (Skirrow, 1977), 
mCCDA (Bolton et al., 1984) oder Karmali-Agar (Karmali et al., 1986) statt. Eine Voranrei-
cherung bei 41,5 °C erwies sich für den Nachweis von thermophilen Campylobacter und zur 
Unterdrückung der Begleitflora als optimal. Ein zusätzlicher Schritt zur selektiven Anreiche-
rung von Campylobacter ist die Membranfiltermethode, bei der die Voranreicherungen durch 
eine 0,45-0,65 µm Cellulose-Acetat-Membran filtriert werden (Steele & McDermott, 1984), 
(Engberg et al., 2000). 
Neben den klassischen Nachweisverfahren wurden eine Reihe weiterer Verfahren wie PCR 
oder auch ELISA in verschiedenen Arbeitsgruppen entwickelt. Bei den PCR-Methoden hat 
sich laut Bundesinstitut für Risikobewertung die Lightcycler-Real-Time-PCR (Perelle et al., 
2004) als am effektivsten herausgestellt. Auch eine Multiplex-PCR (Denis et al., 1999) wurde 
entwickelt, zeigte jedoch je nach Probenvorbereitung eine große Anfälligkeit der Nachweis-
sensitivität (BfR, 2008). ELISA-Verfahren wurden beispielweise von Dediste und Kollegen 
(2003) oder Notermans und Wernars (1991) entwickelt, die auf dem Nachweis von Toxinen 
bzw. Metaboliten der Bakterien beruhen und die entprechenden Antikörper zum Nachweis 
einsetzen. 
Auf dem Markt sind auch kommerzielle Diagnostik-Kits vorhanden. Von bioMérieux ist das 
VIDAS®-Campylobacter, von VWR der Singlepath®-Campylobacter GLISA als immunologi-
sche Nachweisverfahren oder von BioControl Systems das Probelia PCR-System als moleku-
lares Nachweisverfahren erhältlich. 
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1.5.3 Major outer membrane protein von C. coli und C. jejuni 
Wie Salmonellen besitzen auch Campylobacter als Gram-negative Bakterien eine innere und 
eine äußere Zellmembran. In der äußeren Membran ist eine Vielzahl von Proteinen lokalisiert. 
Eine Gruppe dieser Proteine sind die Porine, die die Permeabilität der Membran für niedermo-
lekulare Moleküle regulieren (Buchanan, 1999), (Schirmer, 1998). Die häufigsten Proteine 
werden auch als major outer membrane protein (Momp) bezeichnet. Momp von C. jejuni 
(MompJ) kann in drei verschiedenen Konformationen isoliert werden: Die gefaltete Form mit 
ca. 35 kDa, die denaturierte, monomere Form mit 40-48 kDa und das native Trimer mit 120-
140 kDa (Huyer et al., 1986) (Zhang et al., 2000). Die monomere Form besteht aus 18 
β-Faltblättern, die durch α-Helices miteinander verbunden sind und so das eigentliche Porin 
bilden (Zhang et al., 2000). Die Expression dieser Porine scheint sowohl pH- als auch tempe-
raturabhängig zu sein. Dedieu (Dedieu et al., 2002) beobachtete eine verstärkte Expression bei 
42 °C und pH 8,5. Bei 31°C und pH 5,5 nahm die Expression von MompJ ab. Die Immuno-
genität von MompJ konnte nachgewiesen werden (Blaser et al., 1984), (Nachamkin & Hart, 
1985). Qian und Kollegen (2008) isolierte einen monoklonalen Antikörper aus Mäusen nach 
der Immunisierung mit rekombinantem MompJ. Obwohl Publikationen sich hauptsächlich mit 
der Untersuchnung von Momp aus C. jejuni beschäftigten, dürften für das major outer memb-
rane protein von C. coli aufgrund der hohen Homologie ähnliche Charakteristika zutreffend 
sein. 
1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist die Isolierung von Antikörperfragmenten aus humanen, naiven Antikör-
pergenbibliotheken, die gegen Membranproteine von Salmonella spec. und Campylobacter 
spec. gerichtet sind. Nach der Isolierung durch optimierte Panningverfahren sollen diese An-
tikörperfragmente produziert und eingehend charakterisiert werden. Hierbei sollen insbeson-
dere die Bindungseigenschaften dahingehend untersucht werden, ob ein kompetitiver ELISA 
zur Zoonose-Diagnostik etabliert werden kann. Ein solches Verfahren hat gegenüber den 
etablierten diagnostischen Methoden den Vorteil, dass die Serumantikörper des Wirtes indi-
rekt nachgewiesen werden und somit ein tierartübergreifender ELISA angeboten werden kann. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2.1: verwendete Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
Chelating Sepharose FF GE Healthcare, München 
CM5-Chip GE Healthcare, München 
Dialyseaschlauch 12-14 kDa Ausschluss Carl Roth, Karlsruhe 
Einwegimpfösen VWR, Darmstadt 
Einwegspatel VWR, Darmstadt 
Elektroporationsküvetten 1 mm Bio-Rad, München 
Filterpapier Bio-Rad, München 
Filter (0,8 µm; 0,45 µm; 0,2 µm) Sartorius, Göttingen 
Mikroschraubröhrchen (2 mL) Sarstedt, Nümbrecht 
MTP 96 Well Polypropylen Greiner bio-one, Frickenhausen 
MTP 96 Well Polystyrol Maxisorp Nunc, Wiesbaden 
MTP 96 Well Polystyrol Polysorp Nunc, Wiesbaden 
MTP-Abdeckfolie (AeraSeal, SealPlate) Excel Scientific, Wrightwood USA 
PCR-Reaktionsgefäße Greiner bio-one, Frickenhausen 
Petrischalen (7 cm; 15 cm) Greiner bio-one, Frickenhausen 
Pipettenspitzen  Sarstedt, Nürnberg 
Pipettenspitzen (mit Filter) Greiner bio-one, Frickenhausen 
PVDF-Membran Carl Roth, Karlsruhe 
Reaktionsgefäße (1,5 mL; 2 mL) Sarstedt, Nürnberg 
Reaktionsgefäße (15 mL; 50 mL) Greiner bio-one, Frickenhausen 
2.1.2 Geräte 
Tabelle 2.2: verwendete Geräte 
Gerät Typ Hersteller 
Agarosegelkammer Perfect Blue PeqLab, Erlangen 
Blot-Apparatur TransBlot SD Bio-Rad, München 
Chromatographieanlage ÄKTA-Purifier GE Healthcare, München 
Chromatographiesäule Superdex200 HiLoad 16/60 
Superdex75 10/300 GL 
GE Healthcare, München 
Elektrophoresekammer Miniprotean 3 cell Bio-Rad, München 
ELISA-Reader Tecan Sunrise Tecan, Crailsheim 
ELISA-Washer Columbus Plus Tecan, Crailsheim 
Geldokumentation Gel Jet Imager Intas, Göttingen 
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Gerät Typ Hersteller 
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
Inkubator Typ BE400 Memmert, Schwabach 
Mischgerät Vortex Genie 2 Scientific Industries, NewYork 
MTP-Schüttelinkubatoren Thermo Shaker PST-60H-4 Lab4you, Berlin 
Netzgerät EPS 301 GE Healthcare, München 
Pipetten Research Eppendorf, Hamburg 
Reinstwasseranlage Arium 611 Sartorius, Göttingen 
Pipettierhilfe Acu-Jet Brand, Wertheim 
Schüttelinkubatoren BS1 / BS4B Braun, Melsungen 
Sequenzierer ABI Prism 310 Genetic 
Analyzer 
Applied Biosystems 
Spektrophotometer ND1000 PeqLab,Erlangen 
SPR-Messgerät Biacore 2000 GE Healthcare 
Sterilwerkbänke   
Thermocycler DNA Engine BioRad, München 
Überkopfschüttler Rotator GKisker, Steinfurt 
Waagen Laboratory LC 6200 D 
E 1200 S 
A120 S 
Sartorius, Göttingen 
Zentrifugen 5414 D 
5810 R 
Biofuge fresco, Biofuge 
pico 
Sorvall RC5, RC5B Plus, 
RC6 Plus 
Eppendorf, Hamburg 
 
Heraeus, Hanau 
 
Thermo Scientific 
 
2.1.3 Chemikalien 
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien und Biochemikalien von den Firmen 
Sigma-Aldrich (Fluka/ Riedel-de-Haen) (Neu-Ulm), Carl Roth (Karlsruhe), Merk (Darmstadt), 
MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und New England Biolabs (Frankfurt am Main) verwendet. 
Der Reinheitsgrad war immer p.a.. 
2.1.4 Puffer und Lösungen 
Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Lösungen mit Reinstwasser angesetzt 
bzw. verdünnt. 
 
Acetatpuffer pH 4,5 10 mM Natriumacetat  
 (eingestellt mit 10 mM Essigsäure) 
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Acrylamid-Mix 30 % (w/v) Acrylamid 
 0,8 % (w/v) Bisacrylamid 
APS 1 % (w/v) Ammoniumpersulfat 
BCIP-Lösung 15 g/L BCIP in DMF 
Boratpuffer pH 8,5 6,2 g/L Borsäure  
 (eingestellt mit NaOH) 
Carbonatpuffer pH 9,7 35 mM NaHCO3 
 15 mM Na2CO3  
CBS pH 7,0 8,0 g/L NaCl 
 0,2 g/L KCl 
 2,08 g/L Zitronensäure 1× H2O  
 (eingestellt mit 1 M NaOH) 
Coomassiefärbelösung 10 % Essigsäure 
 0,05 % Coomassie Briliant Blue R250 
Coomassieentfärbelösung 10 % Essigsäure 
EDC 75 g/L 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)- 
 carbodiimid 
Ethidiumbromidlösung 10 g/L Ethidiumbromid 
Formiatpuffer pH 4,3 100 mM Natriumformiat  
 (eingestellt mit Ameisensäure) 
HCl/ Glycin pH 2,2 0,1 M Glycin 
IMAC-Bindepuffer pH 7,4 20 mM Na2HPO4 
 0,5 M NaCl 
 10 mM Imidazol 
 (8 M Harnstoff für denaturierende Bedingungen) 
 (eingestellt mit NaH2PO4) 
IMAC-Waschpuffer 1 IMAC Bindepuffer mit 20 mM Imidazol 
IMAC-Waschpuffer 2 IMAC Bindepuffer mit 40 mM Imidazol 
IMAC-Elutionspuffer 100 mM EDTA in PBS 
IPTG-Stammlösung 1 M IPTG 
Laemmli-Ladepuffer 5× 500 g/L Glycerin 
 100 g/L SDS 
 250 mL ß-Mercaptoethanol 
 200 mL 1,5 M Tris-HCl pH 6,8 
 0,5 g/L Bromphenolblau 
MPBS-T 2 % (w/v) Milchpulver in PBS-T 
MTT-Lösung 50 g/L MTT in 70 % DMF + 30 % H2O2 
Natriumacetatlösung pH 5,2 3 M Natriumacetat 
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NBT-Lösung 30 g/L NBT in 70 % (v/v) DMF 
NHS 11,5 g/L N-Hydroxysuccinimid 
PBS pH 7,4 8,5 g/L NaCl 
 1,34 g/L Na2HPO4 
 0,35 g/L NaH2PO4 
PBS-T 0,1 % Tween20 in PBS 
PBS-T für ELISA-Washer 0,05 % Tween20 in PBS 
PBS-T für SPR-Analyse 0,005 % Tween20 peroxidfrei in PBS 
PDB pH 7,5 10 mM Tris 
 20 mM NaCl 
 2 mM EDTA 
PEG/NaCl 20 % (w/v) PEG 6000 
 2,5 M NaCl 
Plasmid-Präparationslösung S1 pH 8,0 100 mM Tris/HCl 
 10 mM EDTA 
 100 µg/mL RNAse A 
Plasmid-Präparationslösung S2 0,2 M NaOH 
 1 % (w/v) SDS 
Plasmid-Präparationslösung S3 pH 5,5 3 M Kaliumacetat 
2× RIPA pH 7,4 20 mM Tris-HCl;  
 300 mM NaCl;  
 2% Sodiumdeoxycholat;  
 2% Igepal 
Schockpuffer pH 8,0 20 % (w/v) Saccharose 
 50 mM Tris 
 1 mM EDTA 
SDS-PAGE-Laufpuffer 25 mM Tris 
 192 mM Glycin 
 0,1 % (w/v) SDS 
Stopplösung für ELISA 0,5 M H2SO4 
Strippingpuffer A 8 M Harnstoff 
 1 % (w/v) SDS 
 5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol 
Strippingpuffer B 10 % (v/v) Essigsäure 
 50 % (v/v) EtOH 
Substratpuffer Immunostain pH 9,5 100 mM Tris 
 0,5 mM MgCl2 
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TAE Puffer (1×) pH 8,0 40 mM Tris 
 20 mM Essigsäure 
 1 mM EDTA 
TBS pH 7,2 10 mM Tris 
 150 mM NaCl 
 (eingestellt mit HCl) 
TET pH 8,0 100 mM Tris-HCl 
 50 mM EDTA 
 2% Triton-X100 
TFB1 pH 5,8 10 mM Calciumchlorid 
 30 mM Kaliumacetat 
 100 mM Rubidiumchlorid 
 50 mM Manganchlorid 
 15 % (v/v) Glycerin 
 (eingestellt mit Essigsäure) 
TFB2 pH 8,0 10 mM Morpholinopropanesulfonic acid  
 10 mM Rubidiumchlorid 
 75 mM Calciumchlorid 
 15 % (v/v) Glycerin 
TBS-T 0,05 % Tween20 in TBS 
TMB-Lösung A pH 4,1 30 mM Kaliumcitrat 
 1 % (w/v) Zitronensäure 
TMB-Lösung B 10 mM Tetramethylbenzidin 
 80 mM H2O2 (30 %) 
 10 % (v/v) Aceton 
 90 % (v/v) EtOH 
Transferpuffer für Western-Blot 25 mM Tris 
 192 mM Glycin 
Trypsinlösung 10 mg/L Trypsin in PBS 
2.1.5 Nährmedien und Supplemente 
Die Medien- und Supplementbestandteile wurden in Reinstwasser gelöst und anschließend 
autoklaviert. Die Antibiotika wurden sterilfiltriert und den Nährmedien nach dem Autoklavie-
ren hinzugegeben. 
 
2× YT-Flüssigmedium pH 7,0 1,6 % (w/v) Trypton 
 1 % (w/v) Hefeextrakt 
 0,5 % (w/v) NaCl 
2× YT-Agar 2× YT-Flüssigmedium 
 1,5 % (w/v) Agar-Agar 
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2× YT-AK-Flüssigmedium 2× YT-Flüssigmedium 
 100 mg/L Ampicilin 
 50 mg/L Kanamycin 
2× YT-GA-Flüssigmedium 2× YT-Flüssigmedium 
 100 mM Glukose 
 100 mg/L Ampicilin 
2× YT-T-Flüssigmedium 2× YT-Flüssigmedium 
 50 mg/L Tetracyclin 
LB-Medium 1 % (w/v) Trypton 
 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
 1 % (w/v) NaCl 
SOC-Medium pH 7,0 2 % (w/v) Trypton 
 0,5% (w/v) Hefeextrakt 
 0,05 % (w/v) NaCl 
 20 mM Mg2+-Lösung 
 20 mM Glukose 
Mg2+-Lösung 1 M MgCl2 
 1 M MgSO4 
Glukoselösung 2 M Glukose 
Ampicillinstammlösung 100 g/L 
Kanamycinstammlösung 50 g/L 
Tetracyclinstammlösung 10 g/L in EtOH 
 2 Material und Methoden  
  27 
2.1.6 Bakterienstämme und Bakteriophagen 
Tabelle 2.3: verwendete Bakterienstämme und Bakteriophagen 
Stamm Genotyp Quelle 
E. coli XL1-Blue MRF´ 
K12: ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-
1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F´ proAB 
lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 
Stratagene 
E. coli TOP10 
K12: F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-
mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 
nupG recA1 araD139 ∆(ara-
leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) 
endA1 λ- 
Invitrogen 
Salmonella Typhimurium 421/425 
Salmonella enterica ssp. enterica 
Serotyp Typhimurium Lebend-
impfstoff des lizensierten Vakzin 
SALMOPORC® 
IDT Dessau-
Tornau 
Salmonella Typhimurium ∆ompD ompD Negativmutante von Salmo-
nella Typhimurium 421/425 Selke 2006 
Campylobacter coli DSM-Nummer 4689 DSMZ 
Campylobacter jejuni subsp jejuni DSM-Nummer 4688 DSMZ 
Helferphage Hyperphage --- Progen Biotechnik 
Helferphage M13K07 
--- 
GE-
Healthcare(Vieira 
& Messing, 1987b) 
2.1.7 Plasmide 
Tabelle 2.4: verwendete Plasmide 
Plasmid Verwendungszweck 
pHAL14 Phagemidvektor, Klonierung von Antikörpergenbibliotheken 
Phage Display 
pOPE101-XP Expressionsvektor, Produktion von scFv-Fragmenten 
pGEX5x3  GST-Expressionsvektor 
pTopo TrcHis  Klonierung und Expression von OmpD, MompC und MompJ 
pSOM500 pGEX5x3 GST-OmpD Fusionsexpressionsvektor 
pSOM500-His pSOM500 mit zusätzlichen His-tag zur Aufreinigung mittels IMAC 
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2.1.8 Peptide 
Die eingesetzten Peptide und Peptidmembranen wurden von der Abteilung Chemische Biolo-
gie des Helmholtz-Zentrum für Infektionsbiologie (Braunschweig) bezogen. 
Tabelle 2.5: verwendete Peptide 
Peptid Aminosäuresequenz N´-C´ 
OmpD 1 Ac-YNKDGNKLDLYGKVHAQHYFSC-amid 
OmpD 2 Ac-DKTRLAFAGLKFADYGSFDYGC-amid 
OmpD 3 Ac-FGLRPSAYLKSKGKNLGTYYGC-amid 
OmpD 4 Ac-TFVDYKINLLDDSDFTKAAKVC-amid 
2.1.9 Oligonukleotide 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Biomers.net (Ulm) synthetisiert 
Tabelle 2.6: verwendete Oligonukleotide 
Oligonukleotid Sequenz 5´-3´ 
MHgIII_r cta aag ttt tgt cgt ctt tcc 
MHLacZPro_f ggc tcg tat gtt gtg tgg 
MHColE1_f ccc aat acg caa acc gcc 
MHpOPE_f2 ctt aga ttc aat tgt gag cgg 
MHpOPE_r2 ctg atc att agc aca ggc c 
MKpelB_f gcc tac ggc agc cgc tgg 
MKmyc_r gat cct ctt ctg aga tga g 
TM HIS-seq-rev tcc gct atc gct acg tga g 
TM-pSOM500_fw atc gga tct gat cga agg tcg tgg gat ccc 
TM-pSOM500_His-rev gcc gct cga gtc att agt gat ggt gat ggat gat gga act ggt agt tca gac caa 
cag caa cga tgt tgt cgg tag aca ct 
TM-TOPOSeq_fw gtg ggc act cga ccg gaa tt 
TM-TOPOSeq_rev ggg acc acc gcg cta ctg ccg cca ggc 
HT-gIII-Beginn-1-rev taa aca act ttc aac agt ttc agc t 
llB6-Aff-2-fwd gcc gct ggc ttg ctg ctg ctg gca gct cag ccg gcc atg g 
llB6-Aff-2-rev gtt ctg cgg ccc cgt gat ggt gat gat gat gag cgg ccg c 
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2.1.10 Enzyme 
Tabelle 2.7: verwendete Enzyme 
Enzym Hersteller 
Combizyme DNA-Polymerase Invitek, Berlin 
Mutazyme II DNA-Polymerase Stratagene, Amsterdam NL 
Phusion DNA-Polymerase New England Biolabs, Frankfurt am Main 
RedTaq DNA-Polymerase Sigma, München 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt am Main 
MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Shrimp alkaline Phosphatase (SAP) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T4-DNA-Ligase Promega, Mannheim 
Trypsin Sigma, München 
2.1.11 Antikörper 
Tabelle 2.8: verwendete Antikörper 
Antikörper Hersteller 
Maus α-Lysozym D1.3 scFv (monoklonal) AG Dübel, TU-Braunschweig 
Maus α-pentaHis IgG (monoklonal) Qiagen, Hilden 
Maus α-c-myc 9E10, IgG (monoklonal) AG Dübel, TU-Braunschweig 
Ziege α-Maus IgG Fc spez. AP Konjugat (polyklonal) Sigma-Aldrich, München 
Ziege α-Maus IgG Fab spez. HRP Konjugat (polyklonal) Sigma-Aldrich, München 
2.1.12 Kit-Systeme 
Tabelle 2.9: verwendete Kit-Systeme 
Kit-System Hersteller 
IllustraTMGFXTM Micro Plasmid Prep Kit GE Healthcare, Müchen 
IllustraTMGFXTM PCR and Gel Band Purification Kit GE Healthcare, München 
GenEluteTM HP Plasmid Midiprep Kit Sigma-Aldrich, München 
GeneMorph® II Random Mutagenesis Kit Stratagene, Amsterdam NL 
BigDey® Terminator Sequencing Kit Applied Biosystems, Waltham USA 
NucleoSpin Extract II Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel, Düren 
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2.1.13 Computerprogramme und Datenbanken 
Tabelle 2.10: verwendete Computerprogramme und Datenbannken 
Programme / Datenbank Anwendung / Anbieter 
BIAevaluation 4.1 Auswertung SPR-Analysen, GE Healthcare 
FinchTV 1.4.0 Auswertung von DNA Sequenzen, Geospiza Inc. 
ImageJ 1.37 Proteinquantifizierung, http://rsb.info.nih.gov/jj/ 
Office 2003 Protokolle, Zeichungen, Grafiken, Präsentationen, Microsoft 
Qtiplot 0.9.3 Diagramme, http://soft.proindependent.com/qtiplot.html 
Photoshop Elements Bildbearbeitung, Adobe Systems 
Unicorn 5.10 Chromatographieauswertung, GE Healthcare 
Vector NTI 10.0 Plasmid-Verwaltung, Invitrogen, USA 
MultAlin Interface Sequenzvergleiche,  http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html 
ClustalW Sequenzvergleiche, http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html 
IMGT Analyse von Antikörpersequenzen, http://imgt-cines.fr 
NCBI Literatur, Protein- und Gensequenzen, http://www.ncbi.uhm.nih.gov 
VBASE2 Analyse von Antikörpersequenzen, http://www.vbase2.org 
2.1.14 Sonstiges 
Tabelle 2.11: zusätzliche Materialien 
Produkt Hersteller 
DNA-Ladepuffer 6× MBI-Fermentas, St-Leon-Rot 
DNA-Massenstandard: 
GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder Plus 
MBI-Fermentas, St-Leon-Rot 
dNTPs MBI-Fermentas, St-Leon-Rot 
Injektionslösung für Sequenzierung Millipore, Eschborn 
Protein-Massenstandard: 
Precision Plus Protein Standard unstained 
Precision Plus Protein Standard prestained 
BioRad, München 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR 
Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden DNA-Fragmenten vervielfältigt (Mullis et 
al., 1986). Die Zusammensetzungen und die Temperaturprofile der PCRs sind in den nachfol-
genden Abschnitten beschrieben. 
2.2.1.1. PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten für Klonierungen 
Für Klonierungen wurde der zu klonierende Genabschnitt mittels PCR und flankierender 
Oligonukleotide aus der Original-DNA amplifiziert. Die Zusammensetzung des PCR-
Ansatzes und das Temperaturprofil sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. 
Tabelle 2.12: Zusammensetzung und Temperaturprofil der PCR 
2.2.1.2. Error-prone-PCR 
Für die Affinitätsreifung der scFv-Fragmente wurden mittels error-prone-PCR ungerichtet 
Basenaustausche in die entsprechenden Genabschnitte eingefügt. Die Mutazyme II DNA-
Polymerase des GeneMorph® II Random Mutagenesis Kit hat eine Austauschrate von bis zu 
16 Basenpaaare je 1 kb. Die Verteilung der Mutationen ist nahezu ausgeglichen. Ein Aus-
tausch von A, T zu N findet in 50,7 % und von G, C zu N in 43,7 % der Fälle statt. 
Komponente Volumen [µL]  Temperatur [°C]    t [s] 
Phusion Reaktion Puffer HF 5× 10,0  95 120 
40 mM dNTPs (10 mM je) 1,0  95 60 
Primer forward 10 pmol/µL 2,5  55-62 20          29× 
Primer reverse 10 pmol/µL 2,5  72 30 
Phusion Polymerase 1,0  72 600 
Template DNA 10-100 ng x  4 300 
dH2O 33,0-x  16 ∞ 
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Tabelle 2.13: Zusammensetzung und Temperaturprofil der error-prone-PCR 
2.2.1.3. Kolonie-PCR 
Die Kolonie-PCR ist eine Variante der Standard-PCR, bei der anstatt aufgereinigter DNA eine 
Bakterienkolonie für die DNA-Amplifikation verwendet wird. Die Kolonie-PCR diente zum 
schnellen und einfachen Screening von Einzelkolonien nach Klonierungen.  
Tabelle 2.14: Zusammensetzung und Temperaturprofil der Kolonie-PCR 
2.2.2 Aufreinigung von DNA mit Kit-Systemen 
Für die Aufreinigungen von DNA-Fragmenten wurden das IllustraTMGFXTM PCR and Gel 
Band Purification Kit und NucleoSpin Extract II Kit verwendet. Die Aufreinigung erfolgte 
nach Herstellerangabe. Die DNA wurde mit 25 – 50 µL dH2O eluiert und die Konzentration 
photometrisch am Nanodrop ND1000 vermessen. 
2.2.3 Aufreinigung von DNA mittels Ethanol-Fällung 
Zur Aufreinigung oder Ankonzentrierung von DNA aus Lösungen wurde eine Ethanol-
Fällung durchgeführt. Das Ausgangsvolumen wurde, falls notwendig, mit dH2O auf 100 µL 
aufgefüllt und mit 10 µL 3 M Natriumacetat und 250 µL Ethanol (100 %) versetzt. Nach einer 
Inkubation von 2 Min bei Raumtemperatur erfolgte ein Zentrifugation von 20 Min mit 
16.000 ×g bei 4 °C. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in zwei Schritten mit je 
Komponente Volumen [µL]  Temperatur [°C]    t [s] 
Reaktion Puffer 10× 2,5  95 120 
40 mM dNTPs (10 mM je) 0,5  95 60 
Primer forward 10 pmol/µL 0,5  55 bzw. 65 60          35× 
Primer reverse 10 pmol/µL 0,5  72 70 
Mutazyme II DNA-Polymerase 0,5  72 600 
Template DNA 1 ng 1,0  4 300 
dH2O 19,5  16 ∞ 
Komponente Volumen [µL]  Temperatur [°C]    t [s] 
REDTaqTMReaktion Puffer 10× 1,0  95 120 
40 mM dNTPs (10 mM je) 0,2  95 60 
Primer forward 10 pmol/µL 0,2  55 bzw. 65 30          29× 
Primer reverse 10 pmol/µL 0,2  72 60 
REDTaqTM DNA-Polymerase 0,4  72 600 
Template DNA Einzelkolonie 1,0  4 300 
dH2O 7,0  16 ∞ 
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500 µL Ethanol (70 %) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen des Über-
standes wurde das Pellet getrocknet. Die DNA wurde anschließend in 10 – 50 µL dH2O gelöst. 
2.2.4 Isolierung von DNA mit alkalischer Lyse 
Für einfache Klonierungen und für das Anlegen von Plasmidsicherungen der isolierten scFv-
Fragmente wurde die DNA mittels alkalischer Lyse aus E. coli isoliert. 3 mL einer üN-Kultur 
wurden zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 300 µL S1-Lösung resuspen-
diert. Nach der Zugabe von 300 µL S2-Lösung und 6-maligem Invertieren erfolgte eine Inku-
bation von 5 min bei RT. Im Anschluss daran wurden 300 µL S3-Lösung hinzu gegeben, 
erneut invertiert und für weitere 5 min bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde für 15 min bei 
16.000 ×g zentrifugiert und 800 µL des Überstand wurden in einem neuen 1,5 mL Reaktions-
gefäß mit 560 µL Isopropanol gemischt. Nach einer Inkubation von 10 min bei 4 °C erfolgte 
eine Zentrifugation bei 16.000 ×g bei 4 °C für 30 min. Des Pellet wurde 2 mal mit je 500 µL 
70 %igen Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 µL dH2O resuspendiert. 
2.2.5 Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelektrophorese diente zur Kontrolle der DNA aus PCR-Ansätzen bzw. aus Auf-
reinigungen. Dazu wurden 0,8 – 1,5 %ige Agarosegele verwendet, die mit den DNA-Proben 
beladen und anschließend im elektrischen Feld (100-140 V, 300 mA) aufgetrennt wurden. Da 
die Agarosegele mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid versetzt waren, konnte 
im Anschluss an die Elektrophorese die DNA mit UV-Licht sichtbar gemacht werden. Zur 
Größenbestimmung der DNA wurde ein DNA-Größenstandard mit aufgetragen. 
2.2.6 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die Konzentrationsbestimmung der DNA wurde photometrisch am Nanodrop ND1000 unter 
Verwendung der entsprechenden Herstellersoftware bei einer Wellenlänge von 260 nm 
durchgeführt. Eine Absorption von 1 entsprach dabei einer Konzentration von 50 µg/mL 
doppelsträngiger DNA. 
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2.2.7 Enzymatische Restriktion von DNA 
Für die Klonierung von DNA-Fragmenten wurden diese mit Typ II Restriktions-
endonukleasen geschnitten. Diese Restriktionsenzyme schneiden Sequenz-spezifisch und 
erlauben das gerichtete Klonieren in die entsprechenden Vektoren. Die Restriktionen wurden 
üblicherweise in 30 µL bei dem jeweiligen Temperaturoptimum, meist 37 °C, der Enzyme 
durchgeführt. Die Inkubation erfolgte für 3 – 16 h. Im Anschluss daran wurden die Restrik-
tionsendonukleasen für 20 min bei 65 °C inaktiviert. Nach der Inaktivierung erfolgte ein Auf-
reinigungsschritt mittels Kit oder Ethanol-Präzipitation. 
Tabelle 2.15: Zusammensetzung einer Restriktion 
Komponente Volumen [µL] 
DNA x 
Restriktionsenzym (z.B. NcoI) 10 U/µL 1,0 
Restriktionsenzym (z.B. NotI) 10 U/µL 1,0 
Reaktionspuffer 3 (10×) 3,0 
BSA (10 ×) 3,0 
dH2O 22-x 
2.2.8 DNA-Dephosphorylierung 
Die DNA-Dephosphorylierung wurde verwendet um die Religationsraten der geschnittenen 
Vektoren zu verringern. Für die Dephosphorylierung wurde shrimp alkaline phosphatase 
(SAP) verwendet. Von dem Enzym wurde 1 h vor Beendigung der Restriktion 1 µL zu dem 
Restriktionsansatz hinzugegeben und bei 37 °C inkubiert.  
2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation von geschnittenen DNA-Fragmenten erfolgte mit der T4-DNA-Ligase bei 16 °C 
über Nacht oder für 3 h bei Raumtemperatur. Die Zusammensetzung der Ligation wurde so 
gewählt, dass ein molares Verhältnis von Vektor zu Insert von ca. 1:3 vorlag. Bei der Erzeu-
gung der Affinitätsbibliotheken wurde ein Verhältnis von 1:10 verwendet. Für die Berech-
nung der eingesetzten Insertmenge wurde folgende Formel verwendet. 
 
]ng[InsertMenge
Vektor
InsertVerhältnismolares]bp[VektorGröße
]bp[InsertGröße]ng[VektorMenge
=∗
∗
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Tabelle 2.16: Zusammensetzung einer Ligation 
 Standardklonierung  Affinitätsbibliothekenerzeugung 
Komponente Volumen [µL] Menge  Volumen [µL] Menge 
Reaktionspuffer 10× 1,0 1×  6,0 1× 
T4-DNA-Ligase 1,0 3 U  1,0 3 U 
Vektor-DNA 1-2 ≈100 ng  10-20 ≈1000 ng 
Insert-DNA 4-7 ≈200 ng  30-35 ≈750 ng 
dH2O ad 10   ad 60  
2.2.10 DNA-Sequenzierung (Sanger et al., 1977) 
Die Sequenzierungen wurden mittels des BigDye® Terminator Sequencing Kit und einer 
entsprechende Sequenzier-PCR durchgeführt. Das PCR-Produkt wurde mittels Ethanol-
Präzipitation gefällt, in 16 µL Injektionspuffer resuspendiert, bei 95 °C für 2 min denaturiert 
und im ABI Genetic Analyzer 310 analysiert. Die Chromatogramme wurden mit FinchTV 
ausgelesen und je nach Fragestellungen mit der Internetdatenbank VBASE2 oder dem Se-
quenzvergleichprogramm MultiAlin Interface ausgewertet.  
Tabelle 2.17: Zusammensetzung einer Sequenzier-PCR 
2.3 Mikrobiologische Methoden 
2.3.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen (Sambrock et al., 1989) 
100 mL 2× YT-Medium wurden mit 1 mL einer üN-Kultur angeimpft und bei 37 °C und 
250 rpm bis zu einer OD600≈ 0,6 inkubiert. Die Kultur wurde in Polypropylenröhrchen ge-
füllt und für 10 min bei 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 mL TFB1 
resuspendiert und 90 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen erneut 
zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 4 mL TFB2 resuspendiert. Zur Lage-
rung der kompetenten E. coli-Zellen wurden Aliquots zu je 120 µL in sterilen Mikroschraub-
gefäßen in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
Komponente Volumen [µL]  Temperatur [°C]    t [s] 
BigDye® Terminatorpuffer 5× 2,0  94 60 
Primer 10 pmol/µL 0,5  94 30 
BigDye Reaktionsmix 1,0  50 15          25× 
Template DNA (≈30 ng) 1,0  72 240 
dH2O 4,5  4 300 
   16 ∞ 
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2.3.2 Transformation mittels Hitzeschock 
Die chemisch kompetenten E. coli wurden auf Eis langsam aufgetaut und mit dem gesamten 
Ligationsansatz vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis erfolgte ein 
Hitzeschock bei 42 °C für 1 min und ein Abkühlen auf Eis für 2 min. Nach dem Abkühlen 
wurden 500 µL auf 37 °C vorgewärmtes SOC Medium zum Ansatz hinzu gegeben und bei 
37 °C und 250 rpm für 1 h inkubiert. Der Transformationsansatz wurde kurz bei 400 ×g zetri-
fugiert, der Überstand abgenommen das Pellet vorsichtig in 100 µL SOC-Medium resuspen-
diert und auf 2× YT-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Inkubation 
der Platten erfolgte üN bei 37 °C. 
2.3.3 Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen 
Für die Elektroporation wurden bei -80 °C gelagerte elektrokompetente E. coli XL1-Blue 
MRF´ (Stratagene) auf Eis aufgetaut und 25 µL der Zellen mit dem zuvor durch Ethanol-
Präzipitation entsalzten Ligationsansatz gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Die Elektro-
poration erfolgte in vorgekühlten Küvetten (Elektrodenabstand 1,0 mm) mit einem Puls von 
1,8 kV. Nach dem Puls wurde sofort auf 37 °C vorgewärmtes SOC-Medium hinzu gegeben 
und die Zellsuspension für 1 h bei 37 °C bei 300 rpm inkubiert und anschließend auf 2× YT 
Platten mit entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte üN 
bei 37 °C.  
2.3.4 Herstellung von Bakterienzelllysat 
Für die Herstellung von Zelllysat wurde eine 5 mL üN-Kultur des entsprechende Bakterien-
stammes (E. coli, Salmonella-WT oder Salmonella ∆ompD) in 2× YT-G-Medium aus einem 
Glycerolstock angeimpft und bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. 1 mL der üN-Kultur wurde 
genutzt um 50 mL 2× YT-G-Medium anzuimpfen. Die Zellen wurden bei 37 °C und 250 rpm 
bis zu eine OD600≈1,0 kultiviert. Es folgte eine Zentrifugation für 15 min bei 3220 ×g. Das 
Pellet wurde zweimal in Carbonatpuffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Das so erhaltene 
Bakterienpellet wurde in 50 mL Carbonatpuffer resuspendiert. der Zellaufschluss erfolgte 
mittels Ultraschall (Sonotrode MS73 mit 60 % Leistung für 3 min). Die Zellbruchstücke wur-
den durch Zentrifugation bei 3220 ×g für 30 min abgetrennt.  
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2.3.5 Anlegen von Glycerinstocks 
Für die dauerhafte Lagerung von Bakterienkulturen wurden Glycerinstocks angelegt. Dazu 
wurden 800 µL einer üN-Kultur mit 400 µL 80 %igen Glycerin in einem Mikroschraubgefäß 
vermischt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 
2.3.6 Selektion von Antikörperphagenbibliotheken 
2.3.6.1. Panning auf ganzen Zellen 
Für das Panning auf ganzen Zellen wurden 2 unterschiedliche Strategien gewählt. Bei der 
ersten Strategie wurden Salmonella Typhimurium 421/425 Zellen (Salmonella-WT) und Sal-
monella Typhimurium ∆ompD (Salmonella ∆ompD) in 50 mL 2× YT-G Medium bis zu einer 
OD600≈ 0,5 inkubiert. 1 mL der Salmonella-WT-Kultur wurde mit 1 · 1011 Phagen der „Fin-
nern“ –und der HAL4-Antikörpergenbibliothek für 1 h auf dem Überkopfschüttler (ÜKS) 
inkubiert, anschließend bei 16.000 ×g für 5 min bei RT zentrifugiert und das Pellet in je 1 mL 
PBS-T gewaschen. Der Waschschritt wurde 8× wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt 
wurde das Pellet in 0,5 mL HCl/Glycin resuspendiert (saure Elution) und nach 15 min mit 
Phosphatpuffer neutralisiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei RT und 16.000 ×g für 
5 min wurde der Überstand dazu verwendet, das Pellet von 1 mL der Salmonella ∆ompD-
Kultur zu resuspendieren und erneut 1 h auf dem ÜKS zu inkubieren. Nach der Stunde wur-
den die Zellen zentrifugiert und der Überstand, der die Phagen enthielt, wurde dazu genutzt, 
um E. coli-XL1 Blue MRF´ zu infizieren. 
Bei der zweiten Strategie wurden die Antikörperphagenbibliotheken zuerst mit 1 mL der 
Salmonella ∆ompD-Kultur inkubiert. Nach 1 h auf dem ÜKS wurden die Zellen 5 min bei 
16.000 ×g zentrifugiert und der Überstand dazu verwendet das Pellet von 1 mL der Salmonel-
la-WT-Kultur zu resuspendieren. Nach einer erneuten Inkubation von 1 h wurden die Zellen 
pelletiert und das Pellet 8× mit je 1 mL PBS-T gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt 
wurde das Zellpellet in 1 mL Trypsin (10 µg/mL) resuspendiert und für 30 min bei 37 °C 
inkubiert. Das Gemisch wurde bei RT und 16.000 ×g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand, 
der die eluierten Phagenpartikel enthielt, wurde für die Infektion von E. coli-XL1 Blue MRF´ 
und die Amplifikation der Phagenpartikel (vgl. 2.3.7) verwendet. Es wurden insgesamt vier 
Panningrunden durchgeführt. 
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2.3.6.2. Panning auf rekombinantem Protein 
Für das Panning auf rekombinatem Protein wurde 1 µg des entsprechenden Proteins in Car-
bonatpuffer verdünnt und üN bei 4 °C an die Oberfläche einer Vertiefung einer MTP (Nunc 
Maxisorp®) gekoppelt. Nach einem Waschschritt (3× PBS-T) erfolgte ein Abblocken der 
nicht besetzten Bindungsstellen durch Befüllen der Kavität mit 2 % MPBS-T. Ein weiterer 
Waschschritt (3× PBS-T) schloss die Vorbereitungen ab. Nach dem Blocken wurden 
5× 1011 Phagen der Antikörpergenbibliotheken HAL4 und HAL7 in die mit Antigen gekop-
pelte Vertiefung der MTP gegeben. Zur Kompetition von unspezifisch bindenden Antikörper-
phagen wurde die Bibliothek mit einem Gemisch aus BSA, GST, Milchpulver und E. coli-
Zelllysat präinkubiert. Die Inkubation der Bibliothek auf dem Antigen erfolgte für 1,5 h bei 
Raumtemperatur. Im Anschluss daran erfolgte ein Waschschritt (10× mit PBS-T) zum Entfer-
nen der nicht bzw. unspezifisch gebundenen Phagen Die gebundenen Phagen wurden mittels 
einer Inkubation mit 200 µL Trypsin (10 µg/mL) für 30 min bei 37 °C eluiert und für die 
Infektion von E. coli-XL1 Blue MRF´ und Amplifikation der Phagenpartikel (vgl. 2.3.7) ge-
nutzt. Insgesamt wurden je Panning 3 bis 4 Runden durchgeführt, wobei für die folgenden 
Runden jeweils die eluierten und reamplifizierten Phagenantikörper der vorangegangenen 
Runde eingesetzt wurden. 
2.3.6.3. Affinitätspanning nach affinity maturation 
Das Affinitätspanning wurde analog zum Panning auf rekombinantem Protein durchgeführt. 
Für das Panning wurde ein Nunc Maxisorp®-Stripe mit 20, 40, 60, 80 und 100 ng OmpD je 
Kavität über Nacht bei 4 °C in Carbonatpuffer gekoppelt, im ELISA-Washer dreimal mit 
PBS-T gewaschen, mit 2% MPBST geblockt und anschließend je Vertiefung 10 µL 
(3,96 · 1012 Phagen) der mittels error-prone-PCR erzeugten Phagenbibliothek in 100 µL 2 % 
MPBS-T für 3 h inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte ein Waschschritt mit PBS-T (10×). 
Die eigentliche offrate-Selektion erfolgte über 3 Wochen in PBS bei 4 °C. Dazu wurde der 
Streifen in 1 L PBS unter Rühren inkubiert. Alle 7 Tage wurde das PBS ausgetauscht und 
gegen frisches ersetzt. Nach den 3 Wochen wurden die gebundenen Phagen mit 200 µL Tryp-
sin (10 µg/mL) eluiert und für die Infektion von E. coli XL1-blue MRF´ eingesetzt 
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2.3.7  Infektion von E. coli und Produktion von Antikörperphagen 
Die eluierten Phagen aus dem Panning wurden zur Infektion von E. coli-XL1 Blue MRF´ und 
zur anschließenden Reamplifikation der Phagenpartikel verwendet. Für die Infektion der 
Zellen wurden diese in 50 mL 2× YT-T-Medium bis zu einer OD600≈0,5 kultiviert. 20 mL 
dieser Kultur wurden mit 190 µL der eluierten Phagen versetzt und 30 min stehend und 
30 min schüttelnd bei 37 °C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt von 10 min bei 
3220 ×g wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 250 µL 2× YT-GA-Medium aufge-
nommen. Die Suspension wurde auf 2× YT-GA-Platten (15 cm) ausplattiert und üN bei 37 °C 
inkubiert. Die gewachsenen Zellen wurden mit 5 mL 2× YT-GA-Medium „abge-
schwemmt“ und 200 µL dieser Zellen wurden zum Animpfen von 50 mL 2× YT-GA-Medium 
verwendet. Nach einer Kultivierung bei 37 °C und 250 rpm bis zu einer OD600≈0,5 wurden 
5 mL der Bakteriensuspension (≈2,5× 109 Bakterien) in einem Verhältnis von 1:20 mit dem 
Helferphagen M13K07 (5 · 1010 cfu) infiziert, 30 min bei 37 °C ohne Schütteln und 30 min 
mit 250 rpm inkubiert. An die Inkubation schloss sich eine Zentrifugation von 10 min mit 
3220 ×g an. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 30 mL 2× YT-AK-Medium 
resuspendiert. Die eigentliche Phagenproduktion wurde üN bei 30 °C und 250 rpm durchge-
führt. Um die Phagenpartikel zu erhalten wurde die üN-Kultur 20 min bei 3220 ×g zentrifu-
giert und der Überstand mit 1/5 des Ausgangsvolumen PEG/NaCl versetzt. Die Inkubation 
erfolgte für 1 h auf Eis. Die Abtrennung der gefällten Phagenpartikel erfolgte durch eine Zent-
rifugation bei 3220 ×g für 45 min. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 mL 
PDB gelöst, erneut für 5 min bei 16.000 ×g zentrifugiert und der Überstand in ein 2 mL Mik-
roschraubgefäß überführt. 
2.3.8 Titerbestimmung von M13K07-Phagen 
Für die Titerbestimmung der infektiösen Phagenpartikel nach einer Phagenproduktion bzw. 
nach einem Panning wurden E. coli-XL1 Blue MRF´ bis zu einer OD600≈0,5 bei 37 °C kulti-
viert. Es wurden für eine Verdünnungsreihe je 90 µL der Zellen in einen 1,5 mL Reaktionsge-
fäß vorgelegt. 10 µL der Originalphagenlösungen wurden für die Verdünnungsreihe 
verwendet. Dabei erfolgte einer Verdünnung von jeweils 1:10 je Verdünnungsstufe. Alle 
Zellen wurden für 30 min bei 37 °C inkubiert, auf 2× YT-GA-Platten ausplattiert und üN bei 
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37 °C kultiviert. Die gewachsenen Kolonien wurden ausgezählt und über die Verdünnungs-
stufe der Phagentiter bestimmt. 
2.3.9 Produktion von scFv-Fragmenten in Mikrotiterplatten 
Für die erste Charakterisierung der isolierten scFvs wurden diese im MTP-Maßstab produziert. 
Dazu wurden die Vertiefungen von MTPs (Polypropylen) mit jeweils 150 µL 2× YT-GA-
Medium befüllt und mit Einzelkolonien direkt von den Selektionsplatten aus dem Panning 
beimpft. Die Kavitäten H3 und H6 dienten als Negativkontrollen und wurden nicht beimpft. 
H9 und H12 dienten als Positivkontrollen und wurden mit dem D1.3-scFv α-Lysozym produ-
zierenden Klon TB32-2 angeimpft. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer luftdurchlässigen 
Membran verschlossen und üN bei 37°C und 1200 rpm inkubiert. Von der so erhaltenen Mas-
terplatte wurden 10 µL je Kavität in eine neue MTP mit 150 µL 2× YT-GA-Medium pro 
Kavität überführt und für 2 h bei 37 °C und 1200 rpm kultiviert. Um die scFv-Produktion zu 
induzieren, wurde ein Medienwechsel durchgeführt. Dazu wurde die PP-MTP für 10 min bei 
3220 ×g zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Pellets mit je 170 µL 2× YT-A-
Medium mit 50 µM IPTG resuspendiert. Die Produktion der löslichen scFvs erfolgte über 
Nacht bei 30 °C und 1200 rpm. Nach der Produktion folgte ein Zentrifugationsschritt von 
10 min bei 3220 ×g. Der Überstand wurde in eine neue PP-MTP überführt und konnte direkt 
für einen ELISA eingesetzt werden. In die Kavitäten der Masterplatte wurden jeweils 20 % 
(v/v) Glycerin hinzugegeben und die Platten zur Lagerung bei -80 °C eingefroren.  
2.3.10 Produktion von scFv-Fragmenten in Schüttelkolben 
Für die Produktion im größeren Maßstab wurden die scFv-Fragmente in den für Produktionen 
optimierten Vektor pOPE101-XP umkloniert. Die Produktion erfolgte im 500 mL-Maßstab in 
2 L-Erlenmeyerkolben ohne Schikane. Die Produktionskultur in 2× YT-GA-Medium wurde 
mit 15 mL einer üN-Kultur angeimpft und bis zu einer OD600≈0,8 bei 37 °C und 250 rpm 
kultiviert. Die Induktion erfolgte mit 50 µM IPTG. Die Produktion erfolgte für 3 h bei 25 °C 
oder für 16 h bei 30°C mit anschließender Isolation der periplasmatischen Fraktion (PPP). Bei 
der Produktion über 16 h wurde zusätzlich zur PPP auch noch eine Ammoniumsulfatfällung 
des Kulturüberstandes durchgeführt, da ein Großteil der produzierten scFv-Fragmente in das 
Medium sekretiert wurde.  
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2.3.11 Produktion von GST-OmpD mit His-tag in inclusion bodies 
Für die Expression von GST-OmpD-His wurde eine 200 mL üN-Vorkultur von TM71.2 in 
LB-GA Medium bei 37 °C und 250 rpm kultiviert. Die üN-Kultur wurde bei 7000 ×g für 
10 min zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden 2× mit 50 mL LB-Medium gewa-
schen und anschließend in 200 mL LB-A Medium mit 1 mM IPTG resuspendiert. Die Ex-
pression erfolgte für 2 h bei 37°C und 250 rpm. Nach der Expression wurden die Zellen für 
10 min bei 7000 ×g sedimentiert und das Pellet in 5 mL 50 mM Tris-HCl (pH 8) mit 25 % 
Saccharose resuspendiert. Die Suspension wurde bei -80°C für 20 min eingefroren. Anschlie-
ßend wurde das Pellet bei RT aufgetaut und Lysozym (1 mg/mL) zugegeben. Nach einer 
Inkubation von 10 min auf Eis wurden 10 mL einer 5:4 Mischung von 2× RIPA und TET 
hinzugegeben. Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall mit der MS73 für 3 min bei 65% 
Leistung auf Eis. Die Suspension wurde erneut für 20 min bei 7000 ×g zentrifugiert und das 
Pellet in 3 mL 8 M Harnstoff/PBS gelöst. Das gelöste Protein wurde für eine IMAC unter 
denaturierenden Bedingungen eingesetzt. 
2.3.12 Produktion von Campylobacter-spezifischen Antigenen 
Die Expression der Campylobacter Antigene major outer membrane protein C. coli (MompC) 
und major outer membrane protein C. jejuni (MompJ) wurde unter folgenden Bedingungen 
durchgeführt. Jeweils eine üN-Kultur der entsprechenden Klone in 50 mL LB-GA-Medium 
wurde bei 37°C und 250 rpm kultiviert. Mit 5 mL dieser üN-Kultur wurden 500 mL LB-A-
Medium angeimpft und bei 37 °C weiter kultiviert. Induziert wurde mit 1 mM IPTG bei einer 
OD600≈0,75. Nach 3 h Expression bei 37 °C wurde das Zellpellet für 20 min bei 8000 rpm, 
(GS3-Rotor) sedimentiert und anschließend über Nacht bei -20°C eingefroren. Das Pellet 
wurde aufgetaut und in 10 mL Lysis-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Harnstoff, 
10 mM Imidazol, 0,5 M NaCl, pH 8,0) aufgenommen und 15 min bei RT inkubiert. Zum 
besseren Zellaufschluss wurde zusätzlich noch 2× 20 sec mit der Sonotrode MS73 bei 65 % 
Leistung ein Ultraschallimpuls gegeben. Nach dem Ultraschall wurde 2× für 20 min bei 
3220 ×g zentrifugieren. Der geklärte Überstand wurde zusätzlich durch einen 0,45 µm Filter 
filtriert und für eine IMAC unter denaturierenden Bedingungen verwendet. 
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2.4 Biochemische Methoden 
2.4.1 Isolation der Periplasmatischen Fraktion von E. coli 
Am Ende der Produktion von löslichen scFv-Fragmenten (vgl. 2.3.10) wurden die Zellen 
durch eine Zentrifugation von 5 min bei 10.000 ×g vom Kulturmedium abgetrennt. Der Kul-
turüberstand wurde nach einer dreistündigen Produktion verworfen oder nach einer sechzehn-
stündigen Produktion für eine Ammoniumsulfatfällung (vgl. 2.4.2) verwendet. Das Zellpellet 
wurde im 1/10 des Kulturvolumens eiskaltem Schockpuffer resuspendiert. Die Inkubation 
erfolgte für 20 min auf Eis. Während der Inkubation wurde die Suspension alle 2 min durch-
mischt. Zur Gewinnung der periplasmatischen Fraktion (PPP) wurden die Zellen bei 
30.000 ×g für 30 min bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand über Nacht gegen 5 L PBS 
dialysiert.  
2.4.2 Ammoniumsulfatfällung von Produktionsüberständen 
Aus dem Kulturüberstand wurden nach einer Produktion über 16 h im Schüttelkolben die 
scFv-Fragmente mittels Ammoniumsulfat gefällt. In je 100 mL Kulturüberstand wurden unter 
stetigem Rühren bei 4 °C 44 g Ammoniumsulfat gelöst. Das Ammoniumsulfat wurde in drei 
Portionen zum Überstand hinzu gegeben, wobei die nächste Portion zugefügt wurde, wenn 
sich das Salz aus der Vorigen vollständig gelöst hatte. Nach dem vollständigen Lösen der 
dritten Portion wurde der Überstand für weitere 30 min gerührt. Der Kulturüberstand wurde 
anschließend für 30 min bei 7700 ×g zentrifugiert, das Pellet in 10 mL PBS gelöst und über 
Nacht bei 4 °C gegen 5 L PBS dialysiert.  
2.4.3 Aufreinigung von scFv-Fragmenten mittels IMAC 
Die dialysierten Fraktionen der PPP und der Ammoniumsulfatfällung wurden vereinigt und 
mit 5 molaren Stammlösungen von NaCl und Imidazol auf eine Endkonzentration von 10 mM 
Imidazol und 0,5 M NaCl eingestellt. Zusätzlich wurden die Fraktionen im Verhältnis 1:1 mit 
IMAC-Bindepuffer verdünnt. Die so erhaltene Lösung wurde für 1 h mit 500-700 µL Chela-
ting Separose FF auf einem Überkopfschüttler bei 4 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation 
(500 ×g, 3 min) wurde der Überstand als Durchfluss-Fraktion abgenommen und die Matrix 
mit 4 mL IMAC-Bindepuffer für 5 min auf dem ÜKS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugati-
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on wurde der Überstand als Waschfraktion 1 abgenommen. Nach zwei weiteren Waschschrit-
ten mit je 4 mL IMAC-Waschpuffer 1 und IMAC-Waschpuffer 2 erfolgte die Elution der 
scFv-Fragmente von der Matrix durch Inkubation mit zweimal 2 mL IMAC-Elutionspuffer. 
Die Lagerung der eluierten Fraktionen erfolgte bei 4 °C. Für eine Aufreinigung unter denatu-
rierenden Bedingungen wurde allen Lösungen zusätzlich 8 M Harnstoff hinzugesetzt.  
2.4.4 SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
Für die diskontinuierliche Proteingelelektrophorese wurden SDS-Polyacrylamidgele mit 
Sammel- und Trenngel verwendet. Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wurde es mit 
dem Sammelgel überschichtet, in das ein Kamm für die Ausbildung der Probentaschen einge-
führt wurde. Nach ca. 20 min war das Sammelgel polymerisiert und der Kamm konnte ent-
fernt werden. Das Gel wurde in eine mit SDS-PAGE-Laufpuffer gefüllte Laufkammer gestellt 
und anschließend die zuvor mit Laemmli-Puffer versetzten und bei 95 °C denaturierten Pro-
ben auf das Gel aufgetragen. Zusätzlich zu den Proben wurde ein molarer Massenstandard 
(Proteinmarker) aufgetragen. Die Proben wurden für ca. 45 min bei 25 mA und 300 V  
elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel entweder für eine Coomassiefärbung oder Western-
Blot eingesetzt. 
Tabelle 2.18: Zusammensetzung der SDS-PAA-Proteingele 
Komponente Volumen [µL] 
 Trenngel (12 %)  Sammelgel (4%) 
Acrylamid-Mix 1600  260 
1,5 M Tris-HCl  
pH 8,8 1000  --- 
dH2O 1300  1000 
1 M Tris-HCl pH 6,8 ---  200 
10 % SDS 40  15 
APS 40  15 
TEMED 2  2 
2.4.5 Coomassiefärbung von Proteingelen 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteinproben im Gel wurden diese mit Coo-
massie Blue® gefärbt. Das Gel wurde in 15 mL Färbelösung gelegt und kurz in der Mikrowel-
le bis zum Kochen erhitzt. Nach einer Inkubation von 20 min unter ständiger Bewegung 
wurde die Färbelösung verworfen, das Gel mit dH2O gespült und in Entfärbelösung gegeben. 
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Nach erneutem Aufkochen in der Mikrowelle wurde das Gel für mindestens weitere 30 min 
auf der Wippe entfärbt und anschließend in Wasser gelagert. 
2.4.6 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach einer Produktion und Aufreinigung erfolgte 
mittels eines Coomassie SDS-PAGE. Für die Proteinbestimmung wurden die zu testenden 
Proben und ein Standard bekannter Konzentration (TM44-C7) in verschiedenen Verdünnun-
gen mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel mit Coomassie gefärbt (vgl.2.4.4 und 
2.4.5). Anschließend wurden die Gele gescannt und mit dem Programm ImageJ ausgewertet. 
Die Zielproteinbanden wurden markiert und die Farbintensität mittels Histogrammplot be-
stimmt. Die Peakflächen wurden mit den bekannten Proteinkonzentrationen des Standards 
korreliert und eine Kalibriergerade erstellt. Anhand der Geradengleichung konnte die Protein-
konzentration der unbekannten Proben berechnet werden.  
2.4.7 Western-Blot 
Mittels Western-Blot wurden Proteine nach der Auftrennung mit einer SDS-PAGE auf eine 
PVDF-Membran übertragen. Für die Übertragung wurde ein Filterpapier (ca. 3 mm, BioRad) 
mit Transferpuffer getränkt und auf die Blot-Apparatur gelegt. Darauf wurde eine mit Metha-
nol aktivierte PVDF-Membran gefolgt vom SDS-PAA-Gel und wiederum einem getränkten 
Filterpapier gelegt. Mögliche Luftblasen zwischen den Schichten wurden entfernt, die Trans-
ferkammer geschlossen und die Übertragung der Proteine im elektrischen Feld (20 V, 750 mA, 
35 min) durchgeführt.  
2.4.8 Immunfärbung 
Nach einem Western-Blot wurde die PVDF-Membran mit den übertragenen Proteinen für 
eine Immunfärbung verwendet. Um unspezifische Bindungen während der Immunfärbung zu 
verhindern, wurde die Membran für 1 h bei Raumtemperatur oder üN bei 4 °C in 2 % 
MPBS-T inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran 2× mit PBS-T gewaschen und 
anschließend mit einem protein- oder tagspezifischen Antikörper (z.B. Maus-α-c-myc-IgG 
9E10, 1:500) in 2 % MPBS-T für 1 h inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit 
PBS-T wurde der Zweitantikörper z.B. Ziege-α-Maus-IgG Fc-spezifisch AP-Konjugat, 
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1:10.000 in MPBS-T zu der Membran gegeben und wieder für 1 h inkubiert. Die Färbung 
erfolgte nach zwei Waschschritten mit PBS-T und zwei weiteren Waschschritten in Substrat-
puffer mit Substratlösung (NBT/BCIP je 1:100 in Substratpuffer. Der Farbniederschlag war 
nach 1 bis 30 min zu sehen und die Reaktion wurde durch Waschen der Membran mit Wasser 
gestoppt. Die gefärbte Membran wurde zwischen Filterpapier getrocknet und anschließend 
gescannt.  
2.4.9 Indirekter Antigen-ELISA 
Die jeweiligen Antigene wurden in gewünschter Konzentration in Carbonatpuffer üN bei 4 °C 
oder 1 h bei RT an die Mikrotiterplatte gebunden. Die Antigenlösungen wurden durch 3 mali-
ges Waschen mit PBS-T im ELISA-Washer entfernt. Die Kavitäten wurden durch Inkubation 
mit jeweils 320 µL 2 % MPBS-T für 1 h bei Raumtemperatur abgeblockt. Nach Waschen der 
Platte im ELISA-Washer wurden die potentiell antigenspezifischen Antikörperfragmente 
(gelöst in 2 % MPBS-T) für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen der Platte im 
ELISA-Washer wurde der erste Nachweisantikörper (z. B. Maus-α-c-myc IgG 9E10 1:500 in 
2 % MPBS-T) für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert (100 µL pro Kavität). Nach Waschen der 
Platte im ELISA-Washer wurde der zweite Nachweisantikörper (z. B. Ziege-α-Maus-IgG Fab 
spez. HRP-Konjugat 1:10000 in 2 % MPBS-T) für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert (100 µL 
je Vertiefung). Nach Waschen der Platte im ELISA-Washer wurden je 100 µL Substratlösung 
(TMB-A 20 Teile + TMB-B 1 Teil) in die Vertiefung gegeben. Die Farbreaktion erfolgte für 
5-20 Minuten und wurde durch Zugabe von 100 µL 0,5 M H2SO4 gestoppt. Die Säurezugabe 
bewirkte einen Farbumschlag von Blau nach Gelb. Anschließend wurde die Absorption bei 
λ = 450 nm (Referenzmessung bei λ = 620 nm) für jede Vertiefung im Tecan Sunrise ELISA-
Reader ermittelt. 
2.4.10 ELISA mit Kompetition 
Der ELISA mit Kompetition wurde wie ein indirekter Antigen-ELISA durchgeführt. Der 
Unterschied bei diesem ELISA liegt darin, dass nach der Kopplung des Antigens und dem 
Blocken der freien Bindungsstellen in den Kavitäten eine Inkubation mit dem zu testenden 
Schweineserum in verschiedenen Verdünnungen erfolgte. Erst nach der Inkubation mit dem 
Serum und einem Waschschritt am ELISA-Washer wurde der nachzuweisende scFv in die 
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Kavitäten gefüllt. Das scFv-Fragment wurde in 2 % MPBS-T und Schweineserum in der zu 
testenden Verdünnung verdünnt. Der Nachweis erfolgte über Maus-α-c-myc IgG 9E10 1:500 
und Ziege-α-Maus-IgG Fab spez. HRP-Konjugat 1:10000 in 2 % MPBS-T für je 1 h . Die 
Farbreaktion erfolgte analog zum indirekten Antigen-ELISA durchgeführt.  
 
Abbildung 2.1: schematischer Aufbau des kompetitiven ELISA 
2.4.11 Epitopbestimmung der isolierten scFv-Fragmente 
Die Epitopbestimmung erfolgte ähnlich wie eine Immunfärbung, jedoch wurde hierfür keine 
geblottete PVDF-Membran sondern eine Celuloseacetatmembran verwendet. Auf diesen 
Membranen wurden 15mer Peptidspots mit 3er Überhang synthetisiert (Ronald Frank, HZI). 
Diese Membranen stellen das gesamte Zielprotein (OmpD, MompC, MompJ) als Peptide dar. 
Nach dem Blocken der Membranen mit 2 % MPBS-T erfolgte die Inkubation mit den isolier-
ten, im ELISA getesteten und im Schüttelkolben produzierten scFv-Frgmenten (4 µg scFv in 
20 mL 2% MPBS-T) für 1 h bei RT. Der gebundene scFv wurde über den myc-Tag nachge-
wiesen. Dies erfolgte über die Nachweisantikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10, 1:500 und Zie-
ge-α-Maus-IgG Fc-spezifisch AP-Konjugat, 1:10.000 in MPBS-T für jeweils 1 h. Nach jeder 
Inkubation erfolgte ein Waschschritt von 10 min mit PBS-T. Vor der Entwicklung wurden die 
Membranen mit TBS-T und CBS gewaschen. Als Substrat für die Färbung wurde MTT/BCIP 
(100 µL 1 M MgCl2; 80 µL BCIP; 120 µL MTT in 20 mL CBS) verwendet. Die Färbung 
erfolgte für 20 min bis 2 h. Um alle isolierten scFv-Fragmente zu testen, wurden die Memb-
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ranen nach der Färbung und dem Scannen regeneriert. Die Regenerierung erfolgte durch eine 
Reihe von Waschschritten. Jeder Waschschritt erfolgte für 15 min mit 20 mL der entspre-
chenden Lösung in folgender Reihenfolge: 2× DMF; 2× dH2O; 2× Stripping-Puffer A; 
2× dH2O; 2× Stripping-Puffer B und 2× 100 % Ethanol. Die Lagerung der Membranen erfolg-
te bei -20 °C.  
2.5 Biophysikalische Methoden 
2.5.1 Größenausschlußchromatographie 
Die Größenausschlußchromatographie (SEC) wurde am ÄKTA-Purifier durchgeführt. Für die 
Auftrennung wurde eine Superdex75 10/300 GL Säule verwendet. Als Probenvolumen wurde 
je nach Konzentration des entsprechenden scFv 200 oder 500 µL verwendet. Die Fließge-
schwindigkeit während der Chromatographie lag bei 0,5 mL/min. Als Lauf- und Probenpuffer 
wurde PBS verwendet. Um die Retentionszeiten mit der Proteinmasse korrelieren zu können, 
wurde vor der ersten Chromatographie eine Eichgerade mit Proteinen definierter Größe 
(Chymotrypsin, Ovalalbumin, Albumin) erstellt. 
2.5.2 Oberflächenplasmonresonanz (SPR) 
Die SPR-Messung mittels Biacore®gibt die Möglichkeit Interaktionen von Antikörper und 
Antigen in Echtzeit messen zu können. Vor der Kopplung wurde ein pH-scouting durchge-
führt. Der isoelektrische Punkt des Peptides liegt bei 8,14. Für das pH-scouting wurde 10 mM 
Acetatpuffer pH 4,5 verwendet. In diesem Puffer wurde das Peptid in verschiedenen Konzent-
rationen [1mg/mL; 100 µg/mL; 10 µg/mL] gelöst. Das pH-scouting funktionierte am besten 
mit der Peptidkonzentration 100 µg/mL und wurde auch für die Kopplung eingesetzt. Die 
kovalente Bindung des OmpD1-Peptides an den CM5-Chip erfolgte durch eine Thiolkopp-
lung, bei der der C-terminale Cysteinrest des Peptids für die Kopplungsreaktion genutzt wird.  
Die Chipoberfläche wurde zunächst nach Herstellerangabe (BIAapplications Handbuch) mit 
NHS/EDC und PDEA in Boratpuffer aktiviert. Das OmpD1-Peptid (100 µg/mL) wurde in 
10 mM Acetatpuffer gelöst und mit 38 bzw. 2000 RU an den Chip gekoppelt. Als Negativ-
kontrolle diente das SHERK2-Peptid (100 µg/mL), das in der Arbeitsgruppe zur Verfügung 
stand. Nach erfolgter Kopplung wurde die restliche Chipoberfläche mit L-Cystein (50 mM) 
abgesättigt. Die Messungen erfolgten mit dem scFv-Fragment TM44-C7 in einer Konzentra-
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tion von 100 µg/mL und einer Flussrate von 50 µL/min. Die Assoziationszeit, in der das scFv-
Fragment über die Chipoberfläche geleitet wird und die Möglichkeit zur Bindung an das Pep-
tid hat, wurde auf 300 s gesetzt. Die Dissoziationzeit, in der nur noch der Laufpuffer 
(0,005 % PBS-T) ohne scFv-Fragment injiziert wird, betrug 600 s.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Subtraktives Panning auf Salmonella Typhimurium  
In dieser Arbeit sollten OmpD-spezifische scFv-Fragmente aus naiven Antikörpergen-
bibliotheken isoliert werden. Dazu wurden unterschiedliche Selektionsstrategien mit ver-
schiedenen Genbibliotheken verfolgt. Im ersten Ansatz wurden die HAL4- (Hust et al., 2007) 
und „Finnern“-Antikörpergenbibliothek (Finnern et al., 1997) für ein subtraktives Panning auf 
ganzen Zellen eingesetzt. Für das Panning wurden die Bibliotheken alternierend auf Salmo-
nella-WT und Salmonella ∆ompD inkubiert, um eine spezifische Anreicherung von OmpD-
bindenden scFv-Fragmenten zu erreichen. Im Anschluss an das Panning erfolgte die Untersu-
chung mittels löslich produzierter scFv-Fragmente. Insgesamt wurden 920 Einzelklone aus 
der vierten Selektionsrunde bezüglich ihrer Bindung an Salmonella-WT analysiert. 23 Klone 
ergaben in den ersten Analysen ein positves Signal auf Salmonellen. Die scFv-Fragmente, die 
eine Bindung im ELISA auf Salmonella-WT zeigten, wurden erneut in MTPs produziert und 
auf Kreuzreaktion mit verschiedenen Antigenen und Bakterienstämmen getestet (Abbildung 
3.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.1: ELISA zur Analyse von Kreuzreaktionen nach subtraktiven Panning  
1 µg/Kavität BSA, Lysozym und GST-OmpD bzw. 100 µL der Bakterienkulturen (OD600 ≈1,0) wurden in 
Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. Positivkontrolle ist der α-Lysozym-D1.3-scFv (TB32-2) 
Der Nachweis der aus 20 µL MTP-Produktionskulturüberstand gebundenen scFv-Fragmente erfolgte über die 
Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). 
Substrat: TMB. 
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Die analysierten scFv-Fragmente banden nicht nur an Salmonella-WT sondern auch an Sal-
monella ∆ompD. Die Bindung an Salmonella ∆ompD war in allen Fällen schwächer, was evt. 
an unterschiedlichen Kopplungseigenschaften der Bakterien liegen könnte. Eine Bindung auf 
anderen Bakterienstämmen wie E. coli XL1-Blue MRF´, Citrobacter oder Enterobacter cloa-
cae und auch auf BSA oder Lysozym wurde nicht nachgewiesen. Somit binden sie spezifisch 
an Salmonellen. Da Salmonella-WT und Salmonella ∆ompD, nicht aber das GST-OmpD-
Fusionsprotein erkannt wurde, muss ein anderes Salmonellen-spezifischen Protein erkannt 
worden sein.  
Im Anschluss an den in Abbildung 3.1 dargestellten ELISA wurden alle Antikörperfragmente, 
die an Salmonellen banden, sequenziert. Anhand der Sequenzierung konnte nachgewiesen 
werden, dass nur zwei sequenzverschiedene scFv-Klone aus der „Finnern“-Antikörpergen-
bibliothek isoliert wurden. Die Keimbahnlinien der isolierten scFv-Klone sind in Tabelle 3.1 
dargestellt. Aus der HAL4-Antikörpergenbibliothek konnten keine spezifisch an Salmonellen 
bindenden scFv-Klone isoliert werden. 
Tabelle 3.1: Keimbahnlinien der isolierten scFv-Klone aus der Finnern-Bibliothek 
scFv-Klon V VH D VH J VH V VL J VL 
TM20.6-H5 IGHV3-30-3*01 IGHD3-3*01 IGHJ5*02 IGLV3-19*01 IGLJ3*02 
TM20.9-C3 IGHV3-30-3*01 IGHD6-19*01 IGHJ2*01 IGKV1-8*01 nicht angegeben 
 
Die vollständigen Sequenzdaten sind aus patentrechtlichen Gründen nicht dargestellt.  
Da der diagnostische ELISA an der IVD GmbH (Hannover) auf dem rekombinanten OmpD 
durchgeführt werden sollte, konnten die beiden scFv-Antikörperklone TM20.6-H5 und 
TM20.9-C3 in dieser Arbeit nicht weiter verwendet werden. 
3.2 Isolation von spezifischen scFv-Fragmenten gegen OmpD 
Mit einer neuen Selektionsstrategie wurde versucht, Antikörperfragmente zu isolieren, die 
auch an das rekombinante OmpD binden. Deshalb wurde im weiteren Verlauf der Arbeit mit 
rekombinantem OmpD-Protein gearbeitet. Das rekombinant in E. coli hergestellte GST-
OmpD Fusionsprotein wurde vom Mikrobiologischen Institut der Tierärztlichen Hochschule 
Hannover zur Verfügung gestellt und für Antikörperselektion und die Analyse eingesetzt. Wie 
in Abbildung 3.2 dargestellt, war das zur Verfügung gestellte Fusionsprotein verunreinigt. 
Deshalb mussten intensive Abreicherungstrategien dem eigentlichen Panning vorangestellt 
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werden, um keine Antikörperphagen, die gegen die Veruneingungen gerichtet sind, anzurei-
chern. 
 
 
 
Abbildung 3.2: GST-OmpD-Fusionsprotein 
 Coomassie-gefärbtes SDS PAA-Gel der GST-OmpD-Fusionsproteinfraktion. Aufget-
ragen wurde der Überstand von isolierten inclusion-bodies, die in 5 M Harnstoff ge-
waschen wurden. Der Pfeil kennzeichnet die GST-OmpD-Bande bei  
ca. 64 kDa. Die Analyse mittels SDS-PAA-Gel wurde vom Mikrobiologischem Insti-
tut der Tierärztlichen Hochschule Hannover durchgeführt  
Für die nachfolgenden Selektionsstrategien wurde die humane, naive Antikörpergenbibliothek 
HAL4- und die HAL7-Bibliothek verwendet. Die Antikörpergenbibliothek HAL4 enthält 
scFv-Fragmente mit VL vom Typ κ. Die Antikörpergenbibliothek HAL7 hingegen enthält 
scFv-Fragmente mit VL vom Typ λ. 
3.2.1 Panning auf rekombinantem GST-OmpD 
Da das GST-OmpD Fusionsprotein nicht unter nativen Bedingungen isoliert werden konnte 
und nur in 8 molaren Harnstoff vorlag, wurde das Protein für die Selektion von Antikörper-
fragmenten gegen GST-OmpD zuvor gegen PBS mit Harnstoff dialysiert, um eine möglichst 
geringe Harnstoffkonzentration zu erreichen. 2 M Harnstoff in PBS war die geringste Kon-
zentration, bei der das Fusionsprotein noch gelöst war und nicht aggregierte. Da das GST-
OmpD stark verunreinigt war, wurden die Bibliotheken vor dem eigentlichen Panning mit 
mehreren Proteinen und Bakterienlysat präinkubiert, um unspezifisch bindende Antikörper-
phagen abzureichern. Für die Präinkubation wurde ein Gemisch aus 1 % MPBS-T, BSA, 
rekombinantes GST und E. coli-Zelllysat des GST-OmpD Produktionsstammes verwendet. 
 
Tabelle 3.2: Parameter für das Panning auf GST-OmpD 
Versuchsnummer Bibliothek Verpackung Präinkubation 
SH116-TM41 HAL4 Hyperphage 1 % Milchpulver, 1% BSA, 40 µL GST 
[4 mg/mL], 1 mL E. coli-Zelllysat in 
10 mL PBS-T 
SH117-TM42 HAL4 M13K07 
SH118-TM43 HAL7 Hyperphage 
SH119-TM44 HAL7 M13K07 
 
Es wurden jeweils vier sequentielle Selektionsrunden mit den Antikörpergenbibliotheken 
HAL4 bzw. HAL7 durchgeführt. Nach der ersten Selektionsrunde wurde die Antigenmenge 
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von 76 µg/Kavität auf 0,76 µg/Kavität reduziert. In den folgenden Runden wurde M13K07 
und nicht mehr Hyperphage als Helferphage zur Verpackung der eluierten und amplifizierten 
Phagenpartikel verwendet, um ein monovalentes Display und damit die Selektion höheraffiner 
Binder zu unterstützen.  
3.2.2 Analyse von monoklonal, löslichen scFv-Fragmenten 
Aus der dritten und vierten Runde wurden insgesamt 736 Einzelklone für eine erste Charakte-
risierung für die Produktion von monoklonalen, löslichen scFv-Fragmenten im MTP-Maßstab 
verwendet. Die Produktionsüberständen wurden mittels ELISA gegenüber GST-OmpD, GST, 
BSA, E. coli-Zelllysat, Salmonella-WT und Salmonella ∆ompD untersucht. 
 
Abbildung 3.3: ELISA mit scFv-Fragmenten aus der HAL4-Bibliothek 
1 µg/Kavität GST-OmpD, GST und BSA wurden in Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. 
Positivkontrolle ist der α-Lysozym-D1.3-scFv (TB32-2) in H9 und H12. Der Nachweis der aus 20 µL MTP-
Produktionskulturüberstand gebundenen scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 
(1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB. Aufgrund der geringen 
Messergebnisse und zur besseren Skalierung wurde die Ordinate und damit die Messwerte der Positivkontrolle 
bei 1,0 gekappt. Messwerte der Positivkontrolle waren 1,6. 
Aus der HAL4-Antikörpergenbibliothek konnten keine OmpD-spezifischen scFv-Klone iso-
liert werden. In Abbildung 3.3 sind die Ergebnisse der ELISA auf GST-OmpD, GST und 
Position
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
GST-OmpD
GSTA
Position
B1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
GST-OmpD
BSA
 3 Ergebnisse  
  53 
BSA beispielhaft für 94 HAL4-scFv-Klone dargestellt. Einerseits wird deutlich, dass die 
Messsignale insgesamt sehr gering in Bezug auf die Positivkontrollen ausfielen und für fast 
alle OmpD bindenden scFv-Klone auch eine Bindung an die Kontrollantigene nachgewiesen 
wurde. Deshalb wurden keine scFv-Klone aus der Selektion mit der HAL4-Bibliothek weiter-
verwendet.  
 
 
Abbildung 3.4: ELISA mit scFv-Fragmenten aus der HAL7-Bibliothek 
1 µg/Kavität GST-OmpD, GST und BSA wurden in Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. 
Positivkontrolle ist der α-Lysozym-D1.3-scFv (TB32-2) in H9 und H12. Der Nachweis der aus 20 µL MTP-
Produktionskulturüberstand gebundenen scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 
(1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB.  
Aus dem Panning mit der HAL7-Antikörpergenbibliothek wurde eine Vielzahl von scFv-
Klonen isoliert, die spezifisch an OmpD banden. (Abbildung 3.4). Die Signale waren wesent-
lich höher als bei der Analyse der HAL4-Bibliothek. Eine Kreuzreaktion mit den Kontrollan-
tigen war nur bei wenigen scFv-Klonen nachzuweisen. Insbesondere eine Kreuzreaktion mit 
GST wäre zu erwarten gewesen, da es sich bei dem Zielprotein um ein Fusionsprotein aus 
GST und OmpD handelt. Die Abreicherungsstrategie hat in diesem Panning funktioniert.  
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3.2.3 Sequenzierung der isolierten scFv-Fragmente 
Die Sequenzdaten der DNA-Sequenzierung von 31 OmpD-spezifischen scFv-Klonen aus der 
vierten Runde wurden mit der Software Finch TV und der Datenbank VBASE2 (Retter et al., 
2005) ausgewertet. In den 31 analysierten Antikörperklonen waren vier unterschiedliche Gen-
sequenzen enthalten. Die Sequenz des scFv-Klons TM43-G2 wurde insgesamt 16 mal nach-
gewiesen. Die anderen drei Gensequenzen waren dagegen gleich häufig zu finden. Da in der 
vierten Runde die Diversität geringer wird, wurden zusätzlich aus der dritten Runde 47 
OmpD-spezifische scFv-Klone sequenziert. Neben den scFv-Klonen, die in der vierten Runde 
identifiziert worden waren, wurden drei neue scFv-Klone identifiziert. Auch in der dritten 
Runde war die Sequenz des Klons TM43-G2 sehr häufig vertreten. Die individuellen scFv-
Klone, die in dieser Arbeit weiterverwendet wurden sind in Tabelle 3.3 angegeben. 
Tabelle 3.3: Keimbahnlinien der isolierte scFv-Klone aus der HAL7-Bibliothek  
scFv-Klon V VH D VH J VH V VL J VL 
TM43-C5 nicht angegeben IGHD2-21*01 IGHJ4*02 IGLV3-19*01 IGLJ2*01 
TM43-E10 IGHV1-2*02 IGHD3-16*01 IGHJ4*02 IGLV1-44*01 IGLJ2*01 
TM43-F8 nicht angegeben IGHD3-22*01 IGHJ4*02 IGLV2-14*04 IGLJ2*01 
TM44-C8 IGHV5-51*01 IGHD6-19*01 IGHJ3*02 IGLV2-8*01 IGLJ2*01 
TM43-E2 IGHV1-46*03 IGHD3-9*01 IGHJ4*02 IGLV3-19*01 IGLJ3*02 
TM43-G2 IGHV3-7*01 IGHD6-6*01 IGHJ5*02 IGLV3-19*01 IGLJ2*01 
TM44-C7 IGHV3-7*01 IGHD3-16*01 IGHJ4*02 IGLV3-1*01 IGLJ2*01 
 
Die vollständigen Sequenzdaten sind aus patentrechtlichen Gründen nicht veröffentlicht. 
3.2.4 Klonierung und Produktion von GST-OmpD-His6 
Um auszuschließen, dass die isolierten scFv-Fragmente an Verunreinigungen binden, wurde 
versucht das GST-OmpD über die GST-Domäne mittels einer Affinitätschromatographie 
aufzureinigen. Dieses war unter denaturierenden Bedingungen mit Harnstoff nicht möglich. 
Deshalb wurde ein neues Fusionskonstrukt aus GST-OmpD und einem C-terminalen His6-tag 
konstruiert (Abbildung 3.5). Die Klonierung erfolgte mit dem Ausgangsvektor pSOM500 
unter Verwendung des Oligonukleotidpaares TM-pSOM500_fw und TM-pSOM500_His-rev 
und wurde mittels Sequenzierung überprüft. 
 3 Ergebnisse  
  55 
 
Abbildung 3.5: Sequenzausschnitt von pSOM500 GST-OmpD-His6 
Die Abbildung zeigt den C-terminalen Ausschnitt des klonierten Vektors pSOM500 GST-OmpD-His6. Es ist der 
His-tag gefolgt von zwei Stoppcodons zu sehen. 
Das GST-OmpD-His-Fusionsprotein wurde in E. coli produziert und mittels IMAC unter 
denaturierenden Bedingungen aufgereinigt. 
 
Abbildung 3.6: Aufreinigung von GST-OmpD-His 
10 %iges SDS-PAA-Gel der Aufreinigung von GST-OmpD-His mittels IMAC mit Coomassie gefärbt. Aufget-
ragen wurden 17 µL je Probe. M: Massenstandard. Der Pfeil kennzeichnet die Zielproteinbande bei ca. 64 kDa. 
Im Gegensatz zu der GST-OmpD-Proteinpräparation, die für das Panning eingesetzt wurde 
(Abbildung 3.2) waren nahezu keine Verunreinigungen im Proteingel nachzuweisen 
(Abbildung 3.6). Nach der Aufreinigung und der Dialyse gegen 2 M Harnstoff in PBS wurde 
die Proteinausbeute spektrometrisch bei A280 bestimmt. Es wurden ca. 3,4 mg GST-OmpD-
His6 aus einer 200 mL Produktionskultur aufgereinigt. 
3.2.5 Kreuzreaktionsassays mit aufgereinigtem GST-OmpD-His6 
Die Genfragmente der acht isolierten scFv-Fragmente wurden für die lösliche Produktion im 
Schüttelkolben in den Expressionsvektor pOPE101-XP über die Schnittstellen NcoI und NotI 
kloniert, im 50 mL-SK-Maßstab in E. coli periplasmatisch produziert und mittels IMAC auf-
gereinigt. Parallel dazu wurden scFv-Phagen im 30 mL-Maßstab in E. coli produziert. Sowohl 
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die löslich produzierten scFv-Fragmente als auch die scFv-Phagenpartikel wurden für einen 
Kreuzreaktionstest eingesetzt (Abbildung 3.7).  
 
 
 
Abbildung 3.7: ELISA zur Analyse der Kreuzreaktion der isolierten scFv-Fragmente 
1 µg/Kavität GST-OmpD, GST, BSA, Lysozym bzw. 100 µL/Kavität des E. coli-Zelllysates wurden in 
Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. In A wurden 1×1010 scFv-Phagenpartikel je Kavität 
eingesetzt. Der Nachweis erfolgte über Maus-α-M13-IgG-HRP (1:5000) In B wurden je Kavität 15 µL des 
Ammoniumsulfats gefällten Überstandes aus der Produktion im 50 mL-Maßstab eingesetzt. Der Nachweis der 
gebundenen scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-
IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB.  
Mit den Ergebnissen der ELISA-Analysen konnte die Spezifität der getesteten scFv-
Fragmente auch auf aufgereingtem GST-OmpD-His6 nachgewiesen werden (Abbildung 3.7). 
Für lösliche, aufgereinigte scFv-Fragmente konnte im ELISA keine Kreuzreaktion mit GST, 
BSA, Lysozym oder E. coli-Zelllysat nachgewiesen werden. Die geringe Kreuzreaktion im 
Phagen-ELISA kann auf unspezifische Wechselwirkungen der Phagen zurückgeführt werden. 
Das Antikörperfragment TM43-E10 band als lösliches scFv-Fragment nur schwach an GST-
OmpD-His6. Da im Phagen-ELISA das gleiche Antikörperfragment im Vergleich zu den 
anderen scFv-Fragmenten gut an das Antigen gebunden hat, wurde es dennoch weiter charak-
terisiert. 
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3.2.6 Produktion der isolierten scFv-Fragmente im 300 mL-Maßstab 
Um zu überprüfen, ob zwischen den verschiedenen scFv-Fragmenten Unterschiede in der 
Produzierbarkeit bestehen, wurden die scFv-Fragmente im 300 mL-SK-Maßstab produziert. 
Nach der Produktion wurde die periplasmatische Fraktion isoliert und die im Kulturüberstand 
vorhandenen Antikörperfragmente mit Ammoniumsulfat gefällt. Nach der Vereinigung und 
Dialyse der beiden Fraktionen wurden die scFv-Fragmente mittels IMAC aufgereinigt 
(Abbildung 3.8). 
 
Abbildung 3.8: SDS-PAGE der Produktion der scFv-Fragmente 
12 %iges SDS-PAA-Gel mit Coomassie gefärbt. Von den dialysierten und vereinigten Fraktionen der periplas-
matischen Präparation und Ammoniumsulfatfällung wurden jeweils 10 µL je Probe aufgetragen. M: Massen-
standard 
Im Proteingel waren deutliche Unterschiede bezüglich der Produzierbarkeit der einzelnen 
scFv-Fragmente festzustellen. Die Proteinquantifizierung erfolgte densitometrisch. Die ermit-
telten Proteinausbeuten sind in Tabelle 3.4 aufgeführt. Das Antikörperfragment TM44-C7 
wurde mit einer Ausbeute von 5,8 mg/L am besten produziert, die Antikörperfragmente 
TM44-C8 und TM43-C5 hingegen nur mit geringeren Ausbeuten.  
Tabelle 3.4: Proteinausbeuten nach der IMAC 
scFv-Fragment Proteinausbeute [µg/L Produktionsvolumen] 
TM44-C7 5800 
TM44-C8 40 
TM43-E2 182 
TM43-C5 208 
TM43-G2 178 
TM43-E10 253 
TM43-F8 481 
M
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Um die Antigenbindung der scFv-Klone näher zu untersuchen, wurde ein Titrations-ELISA 
mit definierten scFv-Konzentrationen durchgeführt (Abbildung 3.9) 
 
Abbildung 3.9: ELISA mit definierten scFv-Konzentrationen 
1 µg/Kavität GST-OmpD-His6 wurden in Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. Der Nachweis 
der eingestzten scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-
Maus-IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB.  
Im ELISA mit definierten Konzentrationen wurden Unterschiede in der Antigenbindung an 
GST-OmpD-His6 zwischen den einzelnen Antikörperfragmenten nachgewiesen. Für 
TM44-C8 und TM43-C5 wurde keine Antigenbindung nachgewiesen, was den Ergebnissen 
aus den Überständen widerspricht und möglicherweise daran liegt, dass diese Klone die Auf-
reinigung nicht überstanden. Für das scFv-Fragment TM44-C7 war nur eine schwache Bin-
dung bei hohen Konzentrationen festzustellen. Dieses Antikörperfragment ließ sich zwar mit 
hohen Proteinausbeuten produzieren. Im konzentrationsabhängigen ELISA wurde jedoch 
keine hohe Antigenbindung nachgewiesen. Das höchste Signal im ELISA, auch bei niedrigen 
scFv-Konzentrationen, wurde für die scFv-Fragmente TM43-F8 und TM43-E10 gemessen. 
Diese Fragmente haben in Vergleich zu den Antikörperfragmenten TM43-C5, TM44-C7 und 
TM44-C8 eine höhere Affinität zu dem Zielantigen. Nach diesen Versuchen wurde mit den 
Antikörperfragmenten TM44-C8 und TM43-C5 nicht mehr weitergearbeitet, da sie sich weder 
gut produzieren lassen, noch eine gute Antigenbindung nachgewiesen werden konnte. 
3.2.7 Test der Spezifität mit Immunfärbung 
Um zu untersuchen, ob die isolierten scFv-Fragmente ein lineares oder konformationelles 
Epitop erkennen, wurde die Bindung an GST-OmpD, GST, E. coli-, Salmonella-WT- und 
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Salmonella ∆ompD-Zelllysat mittels Immunfärbung getestet. Da das Zielantigen GST-OmpD 
nur in denaturierter Form vorlag und so für das Panning eingesetzt wurde, war die Wahr-
scheinlichkeit erhöht, dass die isolierten scFv-Fragmente lineare Epitop erkennen. 
 
Abbildung 3.10: Immunfärbung zum Test der Spezifität 
Je 1 µg je rekombinantem Protein bzw. 10 µL des Bakterienlysates wurden mittels 12 %iger SDS-PAA-Gel 
aufgetrennt und für den Western-Blot mit anschließender Immunfärbung verwendet. Je 4 µg der scFv-Fragmente 
wurden pro Blot eingesetzt. Der Nachweis der gebundenen Antikörperfragmente erfolgte über Maus-α-c-myc-
IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fc spez.) AP-Konjugat (1:10.000). Als Substrat diente NBT/BCIP (je 
1:100). M: Massenstandard 
Die fünf getesteten scFv-Fragmente banden in der Immunfärbung nicht unspezifisch an GST 
oder E. coli-Zelllysat. Alle Fragmente banden das Zielantigen GST-OmpD, das eine moleku-
lare Masse von ca. 64 kDa besitzt. In der Immunfärbung wurden auch Abbauprodukte des 
Zielproteins, die je nach eingesetztem scFv-Fragment ein anderes Bandenmuster ergaben, 
nachgewiesen. Dass es sich um Abbauprodukte des Zielproteins handelte, wurde auch mit 
einer Immunfärbung mit dem Antikörper Maus-α-His5-IgG nachgewiesen (siehe Anhang). 
Alle scFv-Fragmente erkannten auch das Protein aus dem Salmonella-WT-Lysat, das eine 
molare Masse von 34 kDa hat. Die Deletionsmutante wurde hingegen nicht erkannt. Die An-
tikörperfragmente banden unterschiedlich stark an das OmpD im Zelllysat. Für die Fragmente 
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TM44-C7 und TM43-E10 wurde die stärkste Bindung in der Immunfärbung nachgewiesen. 
TM43-G2 und TM43-E2 banden nur sehr schwach und das scFv-Fragment TM43-F8 erkann-
te zwei weitere Proteine, die sowohl im Wildtyp als auch in der Deletionsmutante vorhanden 
waren. 
3.2.8 Epitopkartierung  
Da nachgewiesen wurde, dass die isolierten scFv-Fragmente lineare Epitope erkennen, wurde 
eine Epitopkartierung mittels Peptidmembran durchgeführt. Auf der Membran waren 15 Ami-
nosäuren lange Peptide des OmpD-Proteins mit einem 3er Versatz der Aminosäuren syntheti-
siert (Ronald Frank, HZI Braunschweig). Für die Epitopkartierung wurden die isolierten 
Antikörperfragmente wie für eine Immunfärbung eingesetzt.  
 
Abbildung  3.11: Epitopkartierung mittels Peptidmembran  
Epitopkartierung des scFv-Klons TM43-G2. Es wurden 4 µg des scFv-Fragmentes verwendet. Der Nachweis 
erfolgte mit Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fc spez.) AP-Konjugat (1:10.000). Als 
Substrat wurde MTT/BCIP-Färbelösung verwendet. Die Pfeile kennzeichnen die drei gefärbten Peptid-Spots. 
Das Ergebnis der Epitopkartierung des scFv-Fragmentes TM43-G2 ist in Abbildung  3.11 
dargestellt. Anhand der gefärbten spots und der zugehörigen Peptidsequenz wurden die anti-
genen Determinanten der untersuchten scFv-Fragmente bestimmt. Je nachdem wie viele Pep-
tidspots angefärbt wurden, wurde aus dem überlappenden Bereich der Peptidsequenzen das 
Epitop bestimmt. Die Ergebnisse für die scFv-Klone sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst. 
gefärbte Spots
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Tabelle 3.5: Aminosäuresequenzen der Epitope 
Der überlappende Bereich, der das Epitop der scFv-Klone repräsentiert wurde fett dargestellt 
scFv-Fragment spot-Nr. Epitopsequenz 
TM44-C7 
9 
10 
11 
YNKDGNKLDLYGKVH 
   DGNKLDLYGKVHAQH 
      KLDLYGKVHAQHYFS 
TM43-E2 25 26 
GFGQWEYEFKGNRTE 
   QWEYEFKGNRTESQG 
TM43-E10 
69 
70 
71 
AAYAKSDRTNNQVKA 
   AKSDRTNNQVKAASN 
      DRTNNQVKAASNLNA 
115 
116 
117 
TKAAKVSTDNIVAVG 
   AKVSTDNIVAVGLNY 
     VSTDNIVAVGLNYQF 
TM43-G2 
63 
64 
65 
GDGFGLSATYEYEGF 
   FGLSATYEYEGFGVG 
      SATYEYEGFGVGAAY 
TM43-F8 26 QWEYEFKGNRTESQG 
 
Bei Verwendung des scFv-Fragments TM44-C7 wurden drei spots angefärbt. Somit konnte 
ein 9 Aminosäuren langer Bereich für dieses Epitop eingegrenzt werden. Der TM43-E2 er-
kannte hingegen ein einen Bereich von 12 Aminosäuren, da nur eine Bindung an zwei Spots 
nachgewiesen werden konnte und somit die für eine Bindung erforderliche Aminosäurese-
quenz nicht genau bestimmt werden kann. Eine eindeutige Bestimung des Epitops des scFv-
Fragments TM43-E10 war nicht möglich, da sowohl Die spots mit den Nummern 69, 70 und 
71 als auch die spots mit den Nummern 115, 116, 117 gefärbt wurden. Die spots 69, 70 und 
71 waren aber wesentlich stärker gefärbt als die spots mit den Nummern 115, 116, 117. Die 
schwächere Färbung dieser spots ließ eine unspezifische Bindung nicht ausschließen. Mit 
Hilfe eines Homologiemodels des OmpD-Monomers wurden die Strukturbereiche, in denen 
die erkannten Epitope liegen, definiert und in Abbildung 3.12 dargestellt. 
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Abbildung 3.12: 3D-Struktur des OmpD-Monomers 
Dargestellt ist das OmpD-Monomer aus verschiedenen Blickrichtungen. Die 3D-Struktur wurde als pdb-Datei 
von der Internetseite Expasy verwendet. Blau dargestellt sind β-Faltblätter. Rot sind α-Helices. Die von den 
entsprechenden scFv-Fragmenten erkannten lineare Epitope wurden gelb markiert. 
3.2.9 Oberflächenplasmonresonanzmessung mit dem scFv-Fragment TM44-C7 
Die Affinität des scFv-Fragments TM44-C7 wurde mittels Oberflächenplasmonresonanz-
messung (SPR) auf dem OmpD1-Peptid bestimmt, das als 22mer Peptid von Ronald Frank 
(HZI, Braunschweig) zur Verfügung gestellt wurde und das Epitop dieses scFv-Klons reprä-
sentiert. 
Abbildung  3.13: SPR-Analyse mit 
TM44-C7 
Die Messung erfolgte auf einem 
CM5-Chip, auf dem ca. 2000 RU 
des OmpD1-Peptids gekoppelt 
wurde. Als Referenz diente das 
Sherk2-Peptid, von dem ebenfalls 
mit ca. 2000 RU gekoppelt wurde. 
Der Analyt wurde mit einer 
Konzentration von 20 µg/mL und 
einer Flussrate von 50 µL/min über 
den Liganden geleitet.  
TM43-E2 TM43-F8 TM43-G2
TM44-C7 TM43-E10
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Für das scFv-Fragment TM44-C7 wurde mittels Langmuir 1:1 mit Massentransfer-fitting eine 
Gleichgewichtsdissoziationskonstante KD = 1,22× 10-7 M bestimmt. Als Auswertungsmodell 
wurde eine 1:1 Bindung angenommen, da das scFv-Fragment nur eine Bindungsstelle besitzt. 
Der Massentransfer wurde berücksichtigt, da der Sensorchip sehr dicht mit dem OmpD1-
Peptid beladen war. Bei einer dichten Beladung des Chips mit dem OmpD1-Peptid besteht die 
Möglichkeit, dass ein scFv-Fragment, nachdem es sich vom Antigen gelöst hat, erneut eine 
Bindung mit dem Peptid eingeht. Eine kinetische Messung mit geringeren Peptidmengen auf 
dem Chip war nicht möglich, da keine ausreichenden Messsignale erzielt wurden.  
3.2.10 Größenausschlusschromatographie 
Antikörperfragmente, insbesondere scFv-Fragmente können zur Aggregatbildung neigen, 
wodurch deren Stabilität gesenkt und ihr Bindungsverhalten negativ beeinflusst werden kann. 
Deshalb wurden die isolierten scFv-Fragmente mittels Größenausschlusschromatographie 
(SEC) auf ihre Aggregatbildung hin getestet.  
 
Abbildung  3.14: Größenausschlusschromatographie der scFv-Fragmente 
Chromatogramme der SEC mit einer Superdex75 10-300GL. Als Laufpuffer wurde PBS verwendet. Es wurden 
je 500 µL der Probe aufgetragen. Die Fließgeschwindigkeit betrug 0,5 mL/min. Dargestellt ist die Absorbtion bei 
280 nm korreliert mit dem Retentionsvolumen. Die Ordinaten wurden entsprechend der Absorptionswerte der 
einzelnen scFv-Fragmente skaliert. 
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Bis auf das scFv-Fragment TM43-G2 bildeten die scFv-Fragmente TM44-C7, TM43-E2, 
TM43-E10 und TM43-F8 nur in einem geringen Maße Dimere oder andere Aggregatstruktu-
ren. Der TM44-C7 lag ausschließlich als Monomer vor und bildete auch nach längerer Lage-
rung keine Aggregate. TM43-F8 und TM43-E10 lagen hauptsächlich als Monomer vor und 
bildeten nur zu einem geringen Anteil Aggregate. Bei dem scFv-Fragment TM43-E2 war im 
Chromatogramm der SEC ein geringer Anteil an Dimeren festzustellen, während das scFv-
Fragment TM43-G2 einen Großteil an Dimeren und anderen Aggregaten bildete. Bei letzte-
rem scFv-Fragment war auch die gemessene Absorption A280 sehr gering, da es sich nicht in 
höheren Konzentrationen produzieren ließ (Abbildung  3.14). 
3.3  Etablierung eines Kompetitions-ELISA für die Diagnostik  
Die isolierten scFv-Fragmente wurden auf ihre Eignung für einen kompetitiven ELISA zur 
veterinären serologischen Diagnostik getestet. Das Zielantigen GST-OmpD-His6 wurde an die 
Festphase einer 96er Polystyrol-Mikrotiterplatte gebunden. Anschließend erfolgte die Inkuba-
tion des scFv-Fragments und des zu testenden Schweineserum. Die Farbreaktion erfolgte über 
den Nachweis der gebundenen scFv-Fragmente mit Hilfe des Maus-α-c-myc-IgG 9E10 und 
als Sekundärantikörper den Ziege-α-Maus-IgG Fab-spez. HRP. Das Testprinzip beruht auf der 
Konkurrenz der scFv-Fragmente mit den Serumantikörpern um dasselbe Antigen. Der Nach-
weis wurde über das scFv-Fragment geführt, so dass bei dem Einsatz eines positiven Serums 
eine Absenkung des Signals in Bezug auf die Maximalwertkontrolle erwartet wurde. Die 
Maximalwertkontrolle war hier das scFv-Fragment ohne Serum auf dem Zielantigen. 
3.3.1 Test der Inkubationsreihenfolge im ELISA 
Mittels Titrations-ELISAs wurde sowohl die Antigenmenge als auch die Menge an eingesetz-
tem scFv-Fragment, die für das Erreichen einer OD450 ≈1,0 (linearer Bereich) benötigt wur-
den, bestimmt (Daten nicht gezeigt). Anhand der Ergebnisse aus diesen Messungen wurden 
folgende Parameter festgelegt: Für die Etablierung des kompetitiven ELISA wurden 100 ng 
GST-OmpD pro Kavität und die Seren, die aus einem Impfversuch in Dessau stammen, in 
einer Verdünnung von 1:4 eingesetzt. Die scFv-Fragmente wurden in unterschiedlichen Kon-
zentrationen verwendet. Die Menge der benutzten scFv-Fragmente richtete sich zum einen 
nach dem scFv-Klon selbst und zum anderen nach der Produktionscharge. Je nach scFv-
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Fragment wurden 100 bis 500 ng/Kavität eingesetzt. Zuerst wurde untersucht, ob die Inkuba-
tionsreihenfolge eine Auswirkung auf die Kompetition von scFv und Serum hat. 
 
Abbildung  3.15: Test der Inkubationsreihenfolge im ELISA mit Kompetition 
Es wurden 100 ng/Kavität GST-OmpD-His6 in Carbonatpuffer an eine Nunc Polysorpplatte gekoppelt. 
Eingesetzt wurden 300 ng/Kavität des scFv-Fragment TM43-F8. Als Seren wurde das Ferkelserum als 
Negativserum 1:4 und das Serum 97.4 als Positivserum 1:4 verwendet. Der Nachweis der eingesetzten scFv-
Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus IgG (Fab-spez.) 
HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB. Dieser ELISA wurde im Rahmen einer betreuten Bachelorarbeit von 
Jana Glindemann durchgeführt. Alle Messergebnisse wurden als Duplikate angefertigt und der Mittelwert 
dargestellt. 
Wie in Abbildung  3.15 ersichtlich hatte die Inkubationsreihenfolge einen Einfluss auf die 
Kompetition. Wenn Serum und scFv gleichzeitig auf das Zielantigen gegeben wurden, war 
kein kompetitiver Effekt  im ELISA zu verzeichnen. Auch wenn das scFv-Fragment 1 h vor 
dem Serum inkubiert wurde, war keine Kompetition in Bezug auf die Maximalwertkontrolle 
festzustellen. Wenn hingegen erst das Serum 1 h auf dem Zielantigen inkubiert und anschlie-
ßend das scFv-Fragment hinzugegeben wurde, war eine Kompetition bei Verwendung des 
Positivserums festzustellen. Bei dieser Inkubationsreihenfolge wurde jedoch auch bei dem als 
negativ definierten Ferkelserum eine Kompetition nachgewiesen. In ELISAs, in denen nur das 
Ferkelserum auf dem Antigen mit Ziege-α-Schwein-IgG (H+L) HRP-Konjugat getestet wurde, 
konnten GST-OmpD-His6-spezifische Antikörper nachgewiesen werden. Dies zeigte, dass das 
Ferkelserum nicht frei von α-GST-OmpD Antikörpern war (Daten nicht gezeigt).  
Für die weiteren ELISAs wurde das Serum zeitlich immer vor den scFv-Fragmenten inkubiert. 
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3.3.2 Test verschiedener scFv-Fragmente im kompetitiven ELISA 
Nachdem auch die Inkubationsreihenfolge festgelegt worden war, wurden die isolierten Anti-
körperfragmente auf ihre kompetitiven Eigenschaften im ELISA untersucht. 
 
Abbildung  3.16: Kompetitiver ELISA der isolierten scFv-Fragmenten und Tierseren 
Es wurden 100 ng/Kavität GST-OmpD-His6 in Carbonatpuffer an eine Nunc Polysorpplatte gekoppelt. Von den 
scFv-Fragmenten wurden folgende Mengen pro Kavität eingesetzt. TM44-C7: 500 ng; TM43-E10: 200 ng; 
TM43-F8: 100 ng; TM43-E2: 50 ng und TM43-G2: 200 ng. Als Seren wurde das Ferkelserum als 
Negativserum 1:4 und das Serum 97.4 als Positivserum 1:4 verwendet. Der Nachweis der eingesetzten scFv-
Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus IgG (Fab-spez.) 
HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB. Dieser ELISA wurde im Rahmen einer betreuten Bachelorarbeit von 
Jana Glindemann durchgeführt. Alle Messergebnisse wurden als Duplikate angefertigt und der Mittelwert 
dargestellt. 
Bei der Verwendung der scFv-Fragmente TM44-C7 und TM43-E2 war keine Kompetition in 
Bezug auf die Maximalwertkontrolle erkennbar. Bei der Verwendung des scFv-Fragments 
TM43-G2 war eine Abschwächung des Messsignals verglichen mit der Maximalwertkontrolle 
nachweisbar. Die Maximalwertkontrolle erreicht jedoch nur einen Wert von 0,4 und sowohl 
das Positivserum 97.4 als auch das Ferkelserum ergaben eine ähnlich starke Kompetition. Bei 
den scFv-Fragmenten TM43-E10 und TM43-F8 war eine Kompetition festzustellen 
(Abbildung  3.16). Das Messsignal mit Positivserum war um 65 % bzw. 59 % im Vergleich 
zur Maximalwertkontrolle reduziert. Somit wurde festgestellt, dass die im Serum vorhande-
nen Antikörper mit den scFv-Fragmenten um ein Epitop konkurrieren. Wie im ELISA, der in 
Abbildung  3.15 dargestellt ist, bereits festgestellt wurde, war auch bei der Verwendung des 
Ferkelserums ein kompetitiver Effekt festzustellen. Die Kompetition durch das Ferkelserum 
fiel geringer aus als bei dem Serum 97.4. Das bessere Signalverhältnis zwischen Maximal-
wertkontrolle, Serum 97.4 und Ferkelserum wurde bei Verwendung des scFv-Fragments 
TM43-E10 festgestellt. Beim Serum 97.4 war eine Reduzierung um 65 % zum Maximalwert 
festzustellen. 
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3.4 Verbesserung der scFv-Fragmente mittels error-prone-PCR 
Um für die Entwicklung eines diagnostischen, kompetitiven ELISAs auf ein größeres Reper-
toire von geeigneten scFv-Fragmenten zurückgreifen zu können, wurden die in dieser Arbeit 
isolierten und charakterisierten scFv-Fragmente mittels error-prone-PCR mutagenisiert. Das 
Einfügen ungerichteter Mutationen und die anschließende Selektion unter stringenten Bedin-
gungen kann eine erhöhte Affinität des scFv-Fragments, eine verbesserte Produzierbarkeit 
und erhöhte Stabilität bei den scFv-Mutanten hervorbringen. 
3.4.1 Erzeugung der mutierten Subbibliotheken 
Die scFv-Fragmente TM44-C7, TM44-C8, TM43-G2, TM43-E2, TM43-E10 und TM43-F8 
wurden als Grundlage für die Generierung von mutagenisierten scFv-Genbibliotheken ver-
wendet. Es wurden insgesamt fünf Mutagenisierungszyklen durchgeführt, in denen mittels 
PCR und flankierenden Oligonukleotidpaaren ungerichtet Mutationen in die scFv-
Genabschnitte eingefügt wurden. 
 
Abbildung 3.17: DNA-Agarosegel nach der 5. Mutagenisierungsrunde 
Dargestellt ist ein 0,8 %iges Agarosegel. Es wurden jeweils 5 µL des PCR-Ansatzes je Probe aufgetragen. Vom 
Marker wurden 4 µL aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 140 V für 30 min. Die 
erwartete Bandengröße lag bei ca. 900 bp. 
Je eingesetztem scFv-Fragment war eine Bande der Größe von ca. 900 bp zu erkennen. Nach 
der fünften error-prone-PCR wurden die mutierten Genabschnitte der scFv-Fragmente für die 
Erzeugung von 6 Subbibliotheken eingesetzt. Für die Klonierung wurde der pHAL14-Vektor 
verwendet. Die erzeugten Subbibliotheken wurden mittels Kolonie-PCR auf ihre insert-
Qualität hin untersucht. 
10.000
8.000
6.000
5.000
4.000
3.500
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000
750
3 Ergebnisse 
68 
Tabelle 3.6: Subbibliotheken nach der error-prone-PCR 
Dargestellt sind die einzelnen Subbibliotheken, die Häufigkeit, mit der ein insert voller Länge 
nachgewiesen wurde und der Titer nach der Amplifikation 
Subbibliothek Qualität (insert [%]) Phagentiter nach Ampl. [cfu] 
TM105-TM43-E2 50 1,0 × 1014 
TM105-TM43-G2 10 7,8 × 1013 
TM105-TM44-C7 40 8,2× 1013 
TM105-TM44-C8 60 2,8 × 1013 
TM105-TM43-E10 20 1,1 × 1014 
TM105-TM43-F8 75 2,2× 1013 
3.4.2 Selektion der Subbibliotheken auf OmpD 
Nach der Selektion von spezifisch bindenden Antikörperphagen wurde die Anreicherung von 
bindenden Antikörperphagen mittels polyklonalem Phagen-ELISA überprüft (Abbildung 
3.18). 
 
Abbildung 3.18: Polyklonaler Antikörperphagen-ELISA 
Im dargestellten ELISA wurden je Kavität 200 ng GST-OmpD-His6 (aus eigener Produktion) bzw. OmpD ohne 
GST-Fusion (Produktion IvD, Hannover) gekoppelt. Die Inkubation der Antikörperphagen erfolgte aus den 
unterschiedlichen Selektionsansätzen. Es wurden ca. 1 × 1011 Phagen/Kavität eingesetzt. Der Nachweis erfolgte 
über Maus-α-M13-IgG HRP-Konjugat (1:5000). Substrat: TMB.  
Durch die Selektion der mutagenisierten scFv-Fragmente wurden OmpD bindende Antikör-
perphagen angereichert. Auf GST-OmpD-His6 als Zielantigen wurden höhere Messwerte 
erreicht als auf dem OmpD ohne GST-Fusion, das aus einer Produktion mit dem 
pTopoTrcHis-Vektor stammt. Da die weitere Testentwicklung auf dem OmpD Protein ohne 
GST-Fusion durchgeführt werden sollte, wurden die weiteren Versuche nur mit dem OmpD-
Protein durchgeführt.  
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3.5 Isolation von Campylobacter-spezifischen scFv-Fragmenten 
3.5.1 Expression von Campylobacter-Antigenen 
Neben der Isolation von Salmonellen- bzw. OmpD-spezifischen scFv-Fragmenten wurden in 
dieser Arbeit auch Campylobacter-spezifische scFv-Fragmente isoliert und ihre Eignung für 
einen kompetitiven ELISA für die Diagnostik untersucht. Die Identifizierung geeigneter im-
munogener Proteine wurde von der IVD in Zusammenarbeit mit dem Mikrobiologischen 
Institut der Tierärztlichen Hochschule Hannover vorgenommen. Es wurden zwei potentielle 
Zielproteine identifiziert, das major outer membrane protein von Campylobacter coli 
(MompC) und Campylobacter jejuni (MompJ). Die Klonierung der Genabschnitte der Ziel-
proteine erfolgte aus dem Campylobactergenom in den pTopo-TrcHis Expressionsvektor, um 
die Proteine rekombinant in E. coli herstellen zu können. Die Klonierung wurde ebenfalls von 
der IVD GmbH in Hannover durchgeführt. Die Proteine MompC und MompJ wurden rekom-
binant in E. coli exprimiert und anschließend unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt 
(Abbildung 3.19). 
 
Abbildung 3.19: Aufreinigung der Campylobacter-Antigene 
Dargestellt sind die Coomassie gefärbten SDS PAA-Gele der Aufreinigungen von MompC und MompJ. Es 
wurden 12 %ige SDS-PAA-Gele mit jeweils 17 µL der entsprechenden Probe beladen. M: Proteinmassen-
standard (4 µL). Der Pfeil kennzeichnet jeweils die Bande des Zielantigens. 
Nach der Aufreinigung wurden die Antigene, zur Reduktion der Harnstoffkonzentration, 
gegen 2 M Harnstoff in PBS dialysiert und die Proteinkonzentration spektrometrisch bei A280 
bestimmt. Die Gesamtproteinausbeute von MompC betrug 780 µg und von MompJ 580 µg. 
230 µg von MompC und 185 µg von MompJ waren auch in PBS ohne Harnstoff löslich und 
wurden für das zweite Panning eingesetzt.  
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3.5.2 1. Panning auf rekombinantem MompC und MompJ 
Die produzierten und aufgereinigten Antigene wurden nach der Dialyse und Konzentrations-
bestimmung für ein Panning mit der HAL4- und HAL7-Antikörpergen-bibliothek verwendet. 
Aufgrund der Ergebnisse aus dem Panning auf GST-OmpD wurde dieses Panning mit verän-
derten Parametern durchgeführt. Die beiden Bibliotheken wurden vor der Inkubation auf dem 
Zielantigen zu gleichen Teilen gemischt. Weiterhin wurden für die erste Runde nur  
Hyperphage verpackte Bibliotheken eingesetzt, wodurch ein multivalentes Display ermöglicht 
wurde. Diese Vorgehensweise vereinfachte die Durchführung und die spätere Analyse, da die 
Bibliotheken nicht getrennt eingesetzt wurden und mit geringerem Aufwand selektiert werden 
konnten. Aus welcher Bibliothek ein scFv-Klon isoliert wurde, konnte anhand der Sequenzie-
rung bestimmt werden. 
 
Tabelle 3.7: Parameter für das Panning auf MompC und MompJ 
Versuchsnr Antigen Bibliothek Verpackung Präinkubation 
TM78.1 MompC HAL4/ 7 Hyperphage 1 % Milchpulver, 1% BSA, 40 µL 
1 mL E. coli-Lysat in 10 mL PBS-T TM78.2 MompJ HAL4/ 7 Hyperphage 
3.5.3 Analyse von monoklonalen, löslichen scFv-Fragmenten 
Es wurden insgesamt drei Selektionsrunden durchgeführt. In der ersten Runde wurden je 
10 µg Antigen, für die weiteren Runden jeweils 1 µg Antigen eingesetzt. Nach der dritten 
Selektionsrunde wurden insgesamt 184 Einzelkolonien isoliert und für die Produktion von 
monoklonalen scFv-Fragmenten in Mikrotiterplatten verwendet. Mittels ELISA wurden sie 
anschließend auf ihre Bindungseigenschaften an MompC und MompJ hin untersucht.  
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Abbildung 3.20: ELISA mit scFv-Fragmenten aus der 3. Selektionsrunde 
1 µg/Kavität MompC bzw. MompJ wurden in Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. Positiv-
kontrolle ist der α-Lysozym-D1.3-scFv (TB32-2) in H9 und H12. Der Nachweis der aus 20 µL MTP-
Produktionskulturüberstand gebundenen scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 
(1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB. Aufgrund der geringen 
Messergebnisse und zur besseren Skalierung wurde die Ordinate und damit die Messwerte der Positivkontrolle 
bei 2,0 gekappt. Messwerte der Positivkontrolle waren 3,7. 
Die Anreicherung von spezifischen scFv-Klonen hat funktioniert (Abbildung 3.20A). Gegen 
MompJ konnte in diesem Panning kein scFv-Fragment isoliert werden (Abbildung 3.20B). Im 
ELISA mit MompC als Antigen wurde für ca. 15 Einzelklone eine Bindung nachgewiesen. 
Die scFv-Fragmente, für die eine Bindung an MompC festgestellt wurde, wurden erneut in 
Mikrotiterplatten produziert und im ELISA auf ihre Spezifität und Kreuzreaktion mit anderen 
Antigenen untersucht (Abbildung 3.21).  
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Abbildung 3.21: ELISA mit ausgesuchten scFv-Fragmenten aus der 3. Selektionsrunde 
1 µg/Kavität MompC, BSA, Lysozym bzw. 100 µL des E. coli-Zelllysates wurden in Carbonatpuffer an eine 
Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. Der Nachweis der aus 20 µL MTP-Produktionskulturüberstand gebundenen 
scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fab 
spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB. 
 
Die getesteten scFv-Fragmente banden, bis auf TM78.1.3-B12 und TM78.1.3-E12, spezifisch 
an MompC. Die Absorptionswerte im ELISA sind generell sehr niedrig, so dass scFv-
Fragmente, die im ELISA ein Signal von über 0,4 ergaben, sequenziert wurden.  
3.5.4 Sequenzierung der isolierten scFv-Klone des 1. Pannings 
Es wurden fünf Antikörperfragmente aus der dritten Panningrunde sequenziert. Die Sequenz-
daten wurden mit der Software Finch TV und der Datenbank VBASE2 (Retter et al., 2005) 
ausgewertet. Die scFv-Fragmente TM78.1.3-D5, TM78.1.3-D6, und TM78.1.3-G10 waren 
sequenzverschiedene Einzelklone. Die Klone TM78.1.3-G6 und TM78.1.3-H1 waren se-
quenzidentisch zu TM78.1.3-G10 und wurden in dieser Arbeit nicht weiter verwendet. Die 
drei isolierten scFv-Klone gehörten der λ-Unterfamilie an und wurden aus der HAL7-
Bibliothek isoliert. 
Die vollständigen Sequenzdaten werden aus patentrechtlichen Gründen nicht veröffentlicht. 
3.5.5 2. Panning auf rekombinantem MompC und MompJ 
Im ersten Panning wurden nur drei unterschiedliche scFv-Fragmente gegen MompC und kein 
Antikörperfragment gegen MompJ isoliert. Aus diesem Grund wurde das Panning wiederholt. 
Es wurden vier verschiedene Ansätze zur Isolierung von spezifischen scFv-Fragmenten ver-
folgt. Im Gegensatz zum ersten Panning wurden bei dieser Selektion auch die Zielproteine 
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MompC und MompJ verwendet, die in PBS ohne Harnstoff löslich waren. Die anderen Para-
meter wurden nicht geändert. Es wurden drei Selektionsrunden durchgeführt.  
Tabelle 3.8: Parameter für das Panning auf MompC und MompJ 
Versuchsnr Antigen Bibliothek Verpackung Präinkubation 
TM80 MompC inPBS HAL4/7 Hyperphage 1 % Milchpulver, 
1% BSA, 40 µL 
1 mL E. coli-Lysat 
in 10 mL PBS-T 
TM81 MompC in 2 M Harnstoff HAL4/7 Hyperphage 
TM82 MompJ inPBS HAL4/7 Hyperphage 
TM83 MompJ in 2 M Harnstoff HAL4/7 Hyperphage 
3.5.6 Analyse von monoklonal, löslichen scFv-Fragmenten aus dem 2. Panning 
Nach der dritten Selektionsrunde wurden insgesamt 368 Einzelkolonien für die Produktion 
von monoklonalen scFv-Fragmenten in Mikrotiterplatten verwendet und auf ihre Bindung an 
MompC bzw. MompJ untersucht. 
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Abbildung 3.22: ELISAs mit scFv-Fragmenten aus der 3. Selektionsrunde des 2. Pannings 
1 µg/Kavität MompC bzw. MompJ wurden in Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. Positiv-
kontrolle ist der α-Lysozym-D1.3-scFv (TB32-2) in H9 und H12. Der Nachweis der aus 20 µL MTP-
Produktionskulturüberstand gebundenen scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 
(1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB. Zur besseren Skalierung 
wurde die Ordinate und damit die Messwerte der Positivkontrolle bei 2,0 bzw. 2,6 gekappt. Messwerte der 
Positivkontrolle lagen zwischen 2,0 und 2,3. 
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Für eine Vielzahl von scFv-Fragmenten wurde eine spezifische Bindung an das Zielantigen 
nachgewiesen (Abbildung 3.22). Aus der Selektion auf MompC konnten deutlich mehr scFv-
Klone isoliert werden, als aus der Selektion auf MompJ. Nur für wenige scFv-Fragmente 
wurde eine spezifische Bindung an MompJ nachgewiesen (Abbildung 3.22 C und D). Die 
Durchführung des Pannings in PBS oder PBS mit 2 M Harnstoff hatte keinen Einfluss auf die 
Anreicherung von spezifisch bindenden scFv-Klonen. 
3.5.7 Sequenzierung der isolierten scFv-Klone des 2. Pannings 
Die Sequenzierungen von 66 Einzelklonen aus der dritten Runde wurden mit der Software 
Finch TV und der Datenbank VBASE2 (Retter et al., 2005) ausgewertet. In den 66 analysier-
ten Sequenzen waren 6 sequenzunterschiedliche scFv-Klone vorhanden. Der scFv-Klon 
TM81.3-D5 war sequenzidentisch zu dem Klon TM78.1.3-G10 aus dem ersten Panning. Der 
scFv-Klon TM83.3-A7 war der einzige Klon, der durch die Selektion auf MompJ isoliert 
wurde. Die anderen scFv-Klone wurden durch die Selektion auf MompC isoliert. Die weiter-
verwendeten scFv-Klone und ihre Keimbahnlinien sind in Tabelle 3.9 angegeben. 
 
Tabelle 3.9: Keimbahnlinien der isolierte scFv-Klone aus dem 1. und 2. Panning 
scFv-Klon V VH D VH J VH V VL J VL 
TM78.1.3-D5 IGHV3-9*01 IGHD4-23*01 IGHJ6*02 IGLV1-40*01 IGLJ2*01 
TM78.1.3-D6 nicht angegeben IGHD4-23*01 IGHJ4*02 IGLV2-11*01 IGLJ2*01 
TM78.1.3-G10 IGHV5-51*01 IGHD3-9*01 IGHJ6*02 IGLV1-47*01 IGLJ3*02 
TM80.3-A4 IGHV3-30*18 IGHD3-3*02 IGHJ3*02 IGLV1-44*01 IGLJ2*01 
TM80.3-C1 IGHV3-30*18  IGHD1-26*01 IGHJ4*02 IGLV1-47*01 IGLJ3*02 
TM80.3-E2 IGHV1-46*03 IGHD3-22*01 IGHJ1*01 IGLV1-47*01 IGLJ3*02 
TM81.3-D1 IGHV3-9*01 IGHD2-2*02  IGHJ3*02 IGLV2-14*04 IGLJ2*01 
TM81.3-D5 IGHV5-51*01 IGHD3-9*01 IGHJ6*02 IGLV1-47*01 IGLJ3*02 
TM83.3-A7 IGHV1-2*02 IGHD2-21*02 IGHJ3*02 IGLV3-19*01 IGLJ2*01 
 
Die vollständigen Sequenzdaten werden aus patentrechtlichen Gründen nicht veröffentlicht.  
3.5.8 ELISA zur Analyse von Kreuzreaktionen mit verschiedenen Antigenen 
Die neun aus dem ersten und zweiten Panning isolierten scFv-Fragmente wurden für die Pro-
duktion im Schüttelkolben in den E. coli Expressionsvektor pOPE101-XP kloniert und im 
30 mL-SK-Maßstab produziert. Die löslich produzierten und mittels IMAC aufgereinigten 
scFv-Fragmente wurden in einem Kreuzreaktionstest eingesetzt.  
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Abbildung 3.23: ELISA zur Analyse von Kreuzreaktionen mit isolierten scFv-Fragmenten 
1 µg/Kavität MompC, MompJ, BSA, Lysozym bzw. 100 µL/Kavität des E. coli-Zelllysates wurden in 
Carbonatpuffer an eine Nunc Maxisorpplatte gekoppelt. Je Kavität wurden 50 µL des Ammoniumsulfat gefällten 
Überstandes aus der Produktion im 30 mL-Maßstab eingesetzt. Der Nachweis der gebundenen scFv-Fragmente 
erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fab spez.) HRP-
Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB.  
Mit dem Kreuzreaktionstest wurde eine spezifische Bindung der isolierten scFv-Fragmente an 
das entsprechende Zielantigen nachgewiesen (Abbildung 3.23). Kein scFv-Fragment band an 
BSA, Lysozym oder E. coli-Zelllysat. Die scFv-Fragmente TM80.3-A4 und TM80.3-E2 wur-
den nach diesem ELISA aufgrund der geringen Messsignale nicht weiterverwendet. Für das 
Antikörperfragment TM81.3-D5 wurden im ELISA die gleichen Bindungseigenschaften wie 
für das scFv-Fragment TM78.1.3-G10 nachgewiesen. Da die scFv-Klone aus zwei verschie-
denen Selektionen stammten, aber sequenzidentisch waren, wurde nur der scFv-Klon 
TM78.1.3-G10 weiterverwendet. Die scFv-Fragmente TM78.1.3-G10 und TM83.3-A7 ban-
den sowohl MompC als auch MompJ, obwohl keine Selektion mit wechselndem Antigen 
stattgefunden hat. TM83.3-A7 war der einzige scFv-Klon, der aus der Selektion auf MompJ 
isoliert wurde.  
3.5.9 Produktion der isolierten scFv-Fragmente 
Es erfolgte eine Produktion der scFv-Fragmente im 500 mL-Maßstab im Schüttelkolben. Es 
sollten Unterschiede bezüglich der Produzierbarkeit untersucht werden. Nach der Produktion 
wurde die periplasmatische Fraktion isoliert und die darin vorhandenen scFv-Fragmente mit-
tels IMAC aufgereinigt (Abbildung 3.24).  
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Abbildung 3.24: SDS-PAGE der Produktion der scFv-Fragmente 
12 %iges SDS-PAA-Gel mit Coomassie gefärbt. Von den aufgereinigten Fraktionen der periplasmatischen 
Präparation wurden jeweils 12 µL je Probe aufgetragen. M: Massenstandard. Standard: Das in dieser Arbeit 
isolierte scFv-Fragment TM44-C7 in definierten Konzentrationen. 
Im SDS-PAA-Gel konnten unterschiedlich intensiv gefärbte Banden für die einzelnen scFv-
Fragmente nachgewiesen werden. Nach der Proteinquantifizierung mittels densitometrischer 
Messung ergaben die Antikörperfragmente TM78.1.3-D6 und TM80.3-C1 höhere Ausbeuten 
als die übrigen scFv-Fragmente. Das scFv-Fragment TM83.3-A7 ließ sich in Vergleich zu den 
anderen scFv-Fragmenten nur in geringen Mengen produzieren (Tabelle 3.10).  
 
Tabelle 3.10: Proteinausbeuten nach der IMAC 
scFv-Fragment Proteinausbeute [µg/L Produktionsvolumen] 
TM78.1.3-D5 665 
TM78.1.3-D6 2271 
TM78.1.3-G10 576 
TM80.3-C1 2032 
TM81.3-D1 207 
TM83.3-A7 65 
 
Um die Antigenbindung der scFv-Klone näher zu untersuchen, wurde ein Titrations-ELISA 
mit definierten scFv-Konzentrationen auf MompC und MompJ durchgeführt (Abbildung 
3.25). 
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Abbildung 3.25: ELISA mit definierten scFv-Konzentrationen 
50 ng/Kavität MompC bzw. MompJ wurden in Carbonatpuffer an eine Nunc Polysorpplatte gekoppelt. Der 
Nachweis der eingestzten scFv-Fragmente erfolgte über die Antikörper Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und 
Ziege-α-Maus-IgG (Fab spez.) HRP-Konjugat (1:10.000). Substrat: TMB. 
 
Es wurden deutliche Unterschiede in den Bindungseigenschaften der einzelnen Antikörper-
fragmente nachgewiesen (Abbildung 3.25). Für das Antikörperfragment TM83.3-A7 war die 
stärkste Bindung auch bei geringen Konzentrationen nachzuweisen. Das Fragment ließ sich 
allerdings nur in geringen Mengen produzieren. TM83.3-A7 band an beide Zielantigene, 
MompC und MompJ, gleichermaßen. TM78.1.3-G10 erkannte ebenfalls beide Antigene, 
allerdings wurden auf MompC, auf dem auch die Selektion stattfand, höhere Messwerte im 
ELISA erreicht. Für das Fragment TM81.3-D1 wurde ebenfalls in geringeren Konzentratio-
nen eine Bindung an das Zielantigen nachgewiesen. 
3.5.10 Test der Spezifität mit Immunfärbung 
Die Spezifität der isolierten scFv-Fragmente sollte durch eine Immunfärbung bestätigt werden. 
Dazu wurde MompC, MompJ, GST, Campylobacter jejuni- und Campylobacter coli-Zelllysat 
mittels SDS-PAA-Gel und Immunfärbung untersucht. Durch die Immunfärbung wurde eben-
falls nachgewiesen, ob die scFv-Fragmente lineare oder konformationelle Epitope erkennen. 
Falls sie konformationelle Epitope erkennen, wäre in einer Immunfärbung keine Bindung 
nachweisbar. Im Gegensatz zu der Selektion der OmpD-spezifischen scFv-Fragmente wurde 
nicht nur denaturiertes Protein für die Selektion eingesetzt. Daher bestand die Möglichkeit, 
dass die auf MompC und MompJ isolierten scFv-Fragmente auch konformationelle Epitope 
erkennen. 
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Abbildung 3.26: Immunfärbung zum Test der Spezifität 
Je 1 µg je rekombinantem Protein bzw. 10 µL des Bakterienlysates wurden mittels 12 %iger SDS-PAGE aufget-
rennt und für den Western-Blot mit anschließender Immunfärbung verwendet. Je 4 µg der scFv-Fragmente 
wurden pro Blot eingesetzt. Der Nachweis der gebundenen Antikörperfragmente erfolgte über Maus-α-c-myc-
IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fc spez.) AP-Konjugat (1:10.000). Als Substrat diente NBT/BCIP (je 
1:100). M: Massenstandard 
Alle getesteten Fragmente banden an das rekombinante Protein (Abbildung 3.26). 
TM78.1.3-D5, -D6, -G10, TM80.3-C1 und TM81.3-D1 erkannten das Zielprotein MompC, 
das für die Selektion verwendet wurde. Bei der Bindung an das rekombinante Protein wurden 
je nach verwendetem scFv-Fragment mehrere Banden angefärbt. Dabei handelte es sich um 
Abbauprodukte des Zielproteins. Die Banden waren auch in einer Immunfärbung mit dem 
Antikörper Maus-α-His5 nachzuweisen (siehe Anhang). Die scFv-Fragmente banden nicht 
unspezifisch an GST. Die Antikörperfragmente banden auch spezifisch an MompC im Ganz-
zelllysat von Campylobacter coli, nicht aber an das Ganzzelllysat von Campylobacter jejuni. 
Für das scFv-Fragment TM83.3-A7 wurde sowohl für das rekombinante als auch an das im 
Zelllysat befindliche Zielprotein eine Bindung nachgewiesen. Für das scFv-Fragment 
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TM78.1.3-G10 wurde, im Gegensatz zum ELISA (Abbildung 3.23), in der Immunfärbung nur 
an MompC eine Bindung festgestellt. Der Größenunterschied der rekombinanten Proteine zu 
den Zielproteinen im Zelllysat war auf die Konstruktion des Expressionsvektor zurückzufüh-
ren. In dem Expressionsvektor befand sich zwischen dem N-terminalen His6-tag und dem 
Zielproteinen ein zusätzlichen express-epitop mit einer Länge von 26 Aminosäuren. 
3.5.11 Epitopkartierung  
Da nachgewiesen wurde, dass die isolierten scFv-Fragmente lineare Epitope erkennen, wurde 
eine Epitopkartierung mittels Peptidmembranen durchgeführt. Auf den Membranen waren 
jeweils 15 Aminosäuren lange Peptide des MompC- und MompJ-Protein mit einem 3er Ami-
nosäurenversatz synthetisiert (Ronald Frank, HZI Braunschweig). Die isolierten Antikörper-
fragmente wurden wie für eine Immunfärbung eingesetzt und die Farbreaktion auf der 
Membran ausgewertet.  
 
Abbildung  3.27: Epitopkartierung mittels Peptidmembran 
Epitopkartierung des scFv-Klons TM80.3-C1. Es wurden 4 µg des scFv-Fragments verwendet. Der Nachweis 
erfolgte mit Maus-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fc spez.) AP-Konjugat (1:10.000). Als 
Substrat wurde MTT/BCIP-Färbelösung verwendet. Die Pfeile kennzeichnen die drei gefärbten Peptid-Spots. 
Das Ergebnis der Epitopkartierung des scFv-Klons TM80.3-C1 ist in Abbildung  3.27 darges-
tellt. Die Abbildungen der Membranen der anderen fünf scFv-Fragmente befinden sich im 
Anhang. Anhand der gefärbten spots und der zugehörigen Peptidsequenz wurde das vom scFv 
erkannte Epitop bestimmt. Die Ergebnisse der Epitopkartierung der scFv-Klone sind in Tabel-
le 2.10 dargestellt. 
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Tabelle  3.11: Epitope der scFv-Klone 
Der überlappende Bereich, der das Epitop der scFv-Klone repräsentiert wurde fett dargestellt 
scFv-Fragment spot Epitopsequenz auf MompC spot Epitopsequenz auf MompJ 
TM78.1.3-D5 --- nicht eindeutig --- nicht eindeutig 
TM78.1.3-D6 --- nicht eindeutig --- nicht eindeutig 
TM78.1.3-G10 46 47 
VILGKQQLNTIWTDN 
   GKQQLNTIWTDNAID 
43 
44 
SVIAGKQQLNTIWTD 
   AGKQQLNTIWTDNDI 
TM80.3-C1 
95 
96 
97 
GWDATLGGLYYGKKD 
   ATLGGLYYGKKDKAT 
      GGLYYGKKDKATVTV 
100 
101 
DASLGGLYYGKKDKF 
  LGGLYYGKKDKFTVT 
TM81.3-D1 
95 
96 
97 
GWDATLGGLYYGKKD 
   ATLGGLYYGKKDKAT 
      GGLYYGKKDKATVTV 
100 
101 
DASLGGLYYGKKDKF 
  LGGLYYGKKDKFTVT 
TM83.3-A7 7 8 
VANATPLEEAIKDID 
   ATPLEEAIKDIDVSG 
7 
8 
AANATPLEEAIKDID 
   ATPLEEAIKDIDVSG 
 
Die Epitopkartierung konnte nicht für alle scFv-Fragmente erfolgreich durchgeführt werden. 
Die Epitope der Fragmente TM78.1.3-D5 und TM78.1.3-D6 wurden nicht eindeutig bestimmt, 
da auch nach mehrmaliger Wiederholung keine spezifische Färbung definierter spots nachge-
wiesen werden konnte. Die Antikörperfragmente TM80.3-C1 und TM81.3-D1 banden an die 
identischen Peptide. Bei der Epitopkartierung wurde für alle scFv-Fragmente, entgegen der 
Ergebnisse aus der Immunfärbung (Abbildung 3.26) und ELISA (Abbildung 3.23), eine Bin-
dung an MompC und MompJ festgestellt. Nach der Epitopkartierung wurde anhand einer  
2D-Struktur von MompC und MompJ (Zhang et al., 2000) der Bereich der Epitope im Protein 
bestimmt. Das Antikörperfragment TM78.1.3-G10 band in dem Bereich des 5. β-Faltblattes 
von MompC. Bei MompJ wurde dieser Bereich ebenfalls als β-Faltblatt definiert, jedoch 
liegen die letzten 6 Aminosäuren des Epitops bereits in einem Bereich, der einen externen 
loop bildet. Die scFv-Fragmente TM80.3-C1 und TM81.3-D1 erkannten ebenfalls Epitope, 
die im Bereich eines Übergangs vom 13. β-Faltblatt zu einem externen loop liegen. Das scFv-
Fragment TM83.3-A7 band im Bereich direkt vor dem 1. β-Faltblatt beider Proteine. 
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3.5.12 Größenausschlusschromatographie 
Um wie bei den OmpD-spezifischen scFv-Klonen einen Rückschluß auf des Aggregatverhal-
ten der MompC- und MompJ-spezifischen scFv-Klone führen zu können, wurde eine Größe-
nausschlusschromatographie (SEC) mit den isolierten scFv-Fragmenten durchgeführt. 
 
Abbildung  3.28: Größenausschlusschromatographie der scFv-Fragmene 
Chromatogramme der SEC mit einer Superdex75 10-300GL. Als Laufpuffer wurde PBS verwendet. Es wurden 
je 500 µL der Probe aufgetragen. Die Fließgeschwindigkeit betrug 0,5 mL/min. Dargestellt ist die Absorbtion bei 
280 nm korreliert mit dem Retentionsvolumen 
Das scFv-Fragment TM78.1.3-D5 bildete einen großen Anteil sowohl an Dimeren als auch an 
Aggregaten. TM78.1.3-D6 hinegen lag zum größten Teil als monomere Form vor und bildete 
nur einen geringen Anteil von Dimeren. Die Bildung von größeren Aggregaten war im Chro-
matogramm nicht festzustellen. Das Antikörperfragment TM78.1.3-G10 bildete weder Dime-
re noch Aggregate. Die scFv-Fragmente TM80.3-C1, TM81.3-D1 und TM83.3-A7 lagen 
hauptsächlich in der monomeren Form vor. Bei diesen Fragmenten war im Chromatogramm 
allerdings auch die Bildung von Aggregaten festzustellen. 
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4 Diskussion 
Antikörper übernehmen in der Diagnostik von Salmonella und Campylobacter spec. eine 
immer wichtigere Rolle. Sie stellen eine effektive Ergänzung zur klassischen Diagnostik mit-
tels Selektivmedien dar. Mit immunologischen Nachweisverfahren, z. B. ELISA, lassen sich 
mit relativ geringem Zeit- und Personalaufwand auch große Probenzahlen zeitnah bearbeiten. 
Die auf dem Markt erhältlichen ELISA-Systeme verwenden meist ein Gemisch von O-
Antigenen der entsprechenden Bakterienart als Festphasenantigen. Artspezifische Membranp-
roteine, wie OmpD von Salmonella Typhimurium bzw. die Membranproteine MompC von 
Campylobacter coli oder MompJ von Campylobacter jejuni sind weitere interessante targets 
für einen immunologischen indirekten Nachweis dieser Zoonoseerreger. In dieser Arbeit 
wurden scFv-Fragmente aus einer naiven, humanen Antikörpergenbibliothek isoliert, die 
spezifisch an die Membranproteine OmpD, MompC und MompJ binden und für den indirek-
ten Erregernachweis eingesetzt werden können. 
4.1 Isolierung von Mempranprotein-spezifischen scFv-Fragmenten 
Zunächst wurde versucht OmpD-spezifische Antikörperfragmente mittels Panning auf voll-
ständigen Zellen zu isolieren. Dazu standen die beiden Salmonellenstämme Salmonella Ty-
phimurium-WT 421/425 und Salmonella Typhimurium ∆ompD (Selke et al., 2007) zur 
Verfügung, die für ein subtraktives Panning eingesetzt wurden. Durch das subtraktive Pan-
ning bestand die Möglichkeit scFv-Fragmente zu isolieren, die das OmpD erkennen. Zou und 
Kollegen (2007) isolierten sieben scFv-Fragmente mittels hitzeinaktivierter Zellen von Burk-
holderia pseudomallei, während Reiche und Kollegen (2002) Ganzzelllysat von Helicobacter 
pylori zur Isolation von scFv-Fragmenten verwendeten. Die Selektion von Antikörpern und 
Antikörperfragmenten mittels whole-cell-Panning entspricht am ehesten der Bildung von 
Antikörpern vom Immunsystem, da die Proteine und andere antigene Strukturen des Bakte-
riums in ihrer nativen Form vorliegen und präsentiert werden (Watters et al., 1997). Dies 
erfordert stringente Selektions- und Abreicherungsbedingungen während des Pannings, um 
spezifische Antikörper gegen das gewünschte Zielprotein zu erhalten. Ein Nachteil des Pan-
ning auf Gram-negativen Bakterien ist die teilweise Maskierung der Membranproteine durch 
die LPS-Schicht. Diese Schicht hat einen stöhrenden Einfluß auf die Bindung von Antikör-
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pern an die Membranproteine der Zellen und ist selbst immunogen (Bentley & Klebba, 1988). 
Dieses Problem kann durch Ablösen der LPS-Schicht mit EDTA vor dem Panning minimiert 
werden (Hardaway & Buller, 1979). Nach vier Selektionsrunden wurden Einzelklone auf ihre 
Bindung an Salmonella-WT untersucht. 
Von den 920 getesteten Klonen konnten nach Sequenzierung von 23 Klonen zwei sequenzun-
terschiedliche Klone identifiziert werden, die spezifisch an Salmonella-WT, aber auch an 
Salmonella ∆ompD, banden. Somit sind diese scFv-Klone nicht spezifisch für das OmpD-
Membranprotein, sondern banden entweder ein anderes Protein oder an eine LPS-Struktur der 
Salmonellen. Dies konnte auch mittels Western-Blot nicht eindeutig aufgeklärt werden. Die 
Wahrscheinlichkeit, dass die zwei isolierten scFv-Klone an das rekombinant prodzierte und in 
Harnstoff denaturiert vorliegende OmpD binden, war gering. Auf nativem Material isolierte 
scFv-Fragmente erkennen oftmals konformationelle Epitope, die in denaturiertem Material 
nicht mehr vorhanden sind. Die scFv-Fragmente TM20.6-H5 und TM20.9-C3 banden im 
ELISA ausschließlich an die beiden verwendeten Salmonellenstämme und nicht an die Kont-
rollantigene BSA oder Lysozym und auch nicht an Salmonellen-verwandte Bakterienarten 
wie E. coli, Enterobacter cloacae oder Citrobacter spec. Die Spezifität für Salmonellen der 
beiden isolierten scFv-Fragmente konnte somit nachgewiesen werden, müsste aber, sollten 
diese Klone in der Diagnostik zum Einsatz kommen, weiter verifiziert werden, indem die 
spezifische Bindung mit weiteren Bakterienstämmen überprüft wird. Qian und Kollegen 
(2008) testeten beispielsweise vier Arten von Campylobacter und zusätzlich E. coli- und 
Salmonella-Stämme. Insgesamt verwendeten sie 75 Isolate bzw. Serotypen um die Spezifität 
ihres monoklonalen Antikörpers zu verifizieren. Im ELISA konnte ebenfalls keine Bindung 
an rekombinant hergestelltes OmpD nachgewiesen werden, so dass die zwei isolierten scFv-
Klone an ein anderes Salmonellen-spezifisches Protein binden.  
Die Methode des subtraktiven Panings auf vollständigen Zellen stellte sich in dieser Arbeit als 
nicht geeignet heraus, um scFv-Klone zu isolieren, die an das rekombinante OmpD im ELISA 
binden und somit in dem geplanten diagnostischen ELISA eingesetzt werden können. Im 
Gegensatz dazu wurden jedoch Pannings auf Zellen z. B. gegen B. pseudomallei (Zou et al., 
2007), menschliche Spermatozon (Fiszer et al., 2008) und Tumorzellen (Xu et al., 2004), 
(Siva et al., 2008) erfolgreich durchgeführt. 
Weiterhin wurde eine Selektion von scFv-Fragmenten auf rekombinanten Proteinen durchge-
führt. Dabei wurde zur Selektion von spezifischen Antikörpern gegen Salmonella Typhimu-
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rium das OmpD und zur Isolierung von Campylobacter-spezifischen scFv-Fragmenten 
MompC und MompJ verwendet. Der Vorteil bei der Verwendung von rekombinanten Protei-
nen bestand darin, dass das Zielprotein wesentlich selektiver gekoppelt werden konnte und 
keine LPS-Strukturen das Zielprotein maskierten. Das OmpD wurde als GST-Fusionsprotein 
kloniert und produziert. Obwohl die Fusion von Membranproteinen mit GST zu einer erhöh-
ten Expression führt, konnte das OmpD-Protein in E. coli nicht löslich produziert werden. Es 
musste aus inclusion bodies isoliert werden und war nur in 2 M Harnstoff löslich. Eine Ex-
pression als GST-Fusion führt häufiger zu der Bildung von inclusion bodies, insbesondere bei 
der Fusion eines Membranproteins (Frangioni & Neel, 1993). 
Die Löslichkeit in Harnstoff führte zu dem Problem, dass eine Aufreinigung unter denaturie-
renden Bedingungen mit Hilfe einer Glutathionmatrix nicht möglich war. Die Aufreinigung 
über eine Glutathionmatrix schließt einen proteolytischen Verdau mit einer Protease z. B. 
Faktor-Xa ein, der unter denaturierenden Bedingungen nicht durchgeführt werden kann (Har-
per & Speicher, 2008). Aus diesem Grund wurde das OmpD mit der GST-Domäne ohne wei-
tere Aufreinigungschritte für die Selektion von scFv-Klonen aus den Antikörpergen-
bibliotheken HAL4 und HAL7 eingesetzt. 
Um trotz der gegebenen Voraussetzungen OmpD-spezifische Antikörper zu isolieren, wurden 
stringente Selektions- und Vorabreicherungsschritte eingesetzt. Neben der Vorabreicherung 
der Antikörpergenbibliotheken mit Milchpulver und BSA wurde zusätzlich rekombinantes 
GST und Ganzzelllysat des E. coli Top10 Stammes verwendet, der für die Produktion des 
GST-OmpD eingesetzt wude. Die Campylobacter-Proteine MompC und MompJ wurden 
ebenfalls rekombinant in E. coli produziert. Hierbei wurde jedoch auf die Fusion mit GST 
verzichtet und eine Aufreinigung über einen N-terminalen His6-tag durchgeführt. Diese Auf-
reinigung konnte auch unter denaturierenden Bedingungen durchgeführt werden. Im Gegen-
satz zu OmpD von Salmonella Typhimurium konnten die Campylobacter-Proteine MompC 
und MompJ in höherer Reinheit rekombinant hergestellt und für die Antikörperselektion ein-
gesetzt werden, aber auch bei dieser Panningstrategie wurde neben BSA und Milchpulver mit 
E. coli-Ganzzelllysat eine Vorabreicherung von unspezifischen Antikörperphagen durchge-
führt. Im Gegensatz zu der Selektion auf ganzen Zellen, die „in Lösung“ durchgeführt wurde, 
fand die Selektion auf rekombinantem Material immobilisiert in Mikrotiterplatten statt. Es ist 
bekannt, dass die Immobilisierung von Proteinen an einer Mikrotiterplatte zu einer partiellen 
Denaturierung des Proteins führen kann (Lundquist et al., 2006) und somit scFv-Fragmente 
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isoliert werden können, die denaturiertes Antigen erkennen, nicht aber an das native Protein 
binden. Da die eingesetzten Antigene bereits in Harnstoff denaturiert vorlagen, wurde dieser 
Aspekt vernachlässigt. 
Für die Antigenbindung erwiesen sich die Polysorpplatten (Nunc, Dänemark) als geeigneter 
als die Maxisorpplatten (Nunc, Dänemark). Die Polysorpplatten sind für die Kopplung von 
hydrophoben Proteinen ausgelegt und besitzen eine dreimal geringere Protein-
Bindungskapazität verglichen mit den Maxisorpplatten, wodurch die Kopplung von unspezifi-
schen Proteinen minimiert werden kann. Dadurch wird eine Verringerung von falsch positi-
ven ELISA-Signalen erreicht. Eine Problematik bei der Isolation von scFv-Fragmenten mit 
Festphasen gekoppeltem Antigen, ist die mögliche Anreicherung von scFv-Dimeren, da auf 
der Platte Bereiche hoher Antigendichte entstehen können und somit bei der Bindung der 
scFv-Fragmente Aviditätsefekte autreten können (Schier & Marks, 1996).  
Nach der dritten und vierten Selektionsrunde wurden bei der Isolation von OmpD-
spezifischen Antikörperfragmenten insgesamt 736 Einzelklone auf ihre Bindungs-
eigenschaften untersucht. Die ELISA-Signale der monoklonalen scFv-Fragmente der Klone, 
die aus der HAL7-Bibliothek isoliert wurden, waren im ELISA deutlich höher als die ELISA-
Signale der HAL4-Klone. Die aus der HAL7-Bibliothek isolierten scFv-Fragmente hatten 
eine höhere Spezifität als die scFv-Fragmente aus der HAL4-Bibliothek und zeigten nur in 
wenigen Fällen Kreuz- oder unspezifische Reaktionen auf den Testantigenen GST, BSA oder 
E. coli-Zelllysat. Nach der Sequenzierung von 78 Einzelklonen aus der dritten und vierten 
Runde sowohl aus der HAL4- als auch aus der HAL7-Bibliothek wurden insgesamt sieben 
sequenzverschiedene Klone bestimmt. Alle isolierten Klone stammten aus der HAL7-
Bibliothek und beinhalten eine leichte Kette (VL) der λ-Klasse. Der scFv-Klon TM43-G2 
wurde insgesamt 29 mal isoliert, die Sequenz des TM44-C7 hingegen nur einmal. Die Häu-
figkeit, mit der scFv-Fragmente aus einer Bibliothek isoliert werden, wird durch mehrere 
Faktoren beeinflusst. Eine gute Produzierbarkeit und geringe Toxizität sorgt für eine hohe 
Anreicherung des scFv-Fragments in den Selektionsrunden. Ein weiterer Faktor ist die Affini-
tät des scFv-Fragmentes zu dem Zielantigen. Je affiner der Antikörper, desto höher die Wahr-
scheinlichkeit ihn während des Pannings zu isolieren. Diese Umstände sind bei der Wahl der 
Waschzyklen und der Elutionsmethode zu berücksichtigen. Das aus der HAL4-Bibliothek 
keine Klone isoliert wurden ist nicht zu erklären, da die Pannings parallel durchgeführt wur-
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den und das natürliche Vorkommen von κ- und λ-Antikörpern 60 % zu 40 % beträgt 
(Abbas et al., 2007). 
Bei der Isolation von Campylobacter-spezifischen scFv-Klonen auf MompC und MompJ 
wurden die verwendeten Antikörpergenbibliotheken HAL4 und HAL7 in einem Verhältnis 
von 1:1 gemischt eingesetzt. Bei der ersten Selektion wurden die beiden Zielantigene MompC 
und MompJ denaturiert in Harnstoff eingesetzt. Aus dieser Selektion konnten nach der Se-
quenzierung die drei sequenzverschiedenen Klone TM78.1.3-D5, TM78.1.3-D6 und 
TM78.1.3-G10 isoliert werden. Die zweite Selektion wurde sowohl auf denaturiertem Materi-
al in Harnstoff als auch auf Antigen, das gegen PBS ohne Harnstoff dialysiert wurde, durch-
geführt. Aus dieser Selektion konnten die sechs sequenzverschiedenen Klone TM80.3-A4, 
TM80.3-C1, TM80.3-E2, TM81.3-D1, TM81.3-D5 und TM83.3-A7 isoliert werden. Trotz 
unterschiedlicher Strategien wurden die zwei sequenzidentische Klone TM78.1.3-G10 und 
TM81.3-D5 isoliert. Beim Vergleich der Selektion von OmpD-spezifischen scFv-Fragmenten 
mit der Selektion von MompC- bzw. MompJ-spezifischen scFv-Fragmenten fällt auf, dass 
auch bei der Selektion auf MompC und MompJ nur scFv-Fragmente isoliert wurden, die eine 
leichte Kette (VL) der λ-Klasse besitzen und somit aus der HAL7-Antikörpergen-bibliothek 
isoliert wurden. Gegen MompC wurden deutlich mehr unterschiedliche Binder isoliert als 
gegen MompJ. Bei der ersten Selektion wurden gegen MompJ keine Binder isoliert. Bei der 
zweiten Selektion konnte nur der Klon TM83.3-A7 auf MompJ isoliert werden. Dieses Er-
gebnis ist insofern unerwartet als das beide Antigene eine hohe Homologie zueinander auf-
weisen und damit eine ähnliche Zahl an Bindern in den Pannings hätte isoliert werden sollen. 
Die Homologie wurde anhand von Peptidmustern nach Proteaseverdau (Page et al., 1989) und 
dem Sequenzvergleich auf Aminosäureebene von C. coli und 22 C. jejuni-Stämmen (Zhang et 
al., 2000) (Bolla et al., 2004) bestimmt. Auch der Vergleich der Aminosäurezusammenset-
zung mit den Membranproteinen OmpC und OmpF von E. coli ergab sehr ähnliche Ergebnis-
se (Bolla et al., 1995). Da nur wenige unspezifisch bindende scFv-Fragmente in dieser 
Selektion angereichert wurden, kann von einer erfolgreichen Abreicherung unspezifischer 
Binder mit BSA, Milchpulver, Lysozym und dem E. coli-Ganzzelllysat des Produktions-
stammes ausgegangen werden. 
Nach der Sequenzierung der scFv-Klone wurden diese im Schüttelkolben produziert und 
erneut auf ihre Antigenbindung und Spezifität im ELISA hin untersucht. Für die sieben 
OmpD-spezifischen scFv-Klone konnten keine Kreuzreaktionen oder unspezifische Bindung 
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auf den anderen getesten Antigenen nachgewiesen werden. Anhand einer Analyse der Pro-
duktionsüberstände und der periplasmatischen Fraktion mittels SDS-PAGE und Coomassie-
färbung wurden die Produktionsausbeuten der einzelnen scFv-Fragmente miteinander 
verglichen. Die fünf scFv-Klone TM43-E2, TM43-C5, TM43-G2, TM43-E10 und TM43-F8 
ließen sich alle mit ähnlichen Proteinausbeuten von 0,2 bis 0,5 mg scFv/L Kulturvolumen 
produzieren. Der scFv-Klon TM44-C8 konnte nur in geringeren Mengen von 0,04 mg scFv/L 
Kulturvolumen produziert werden. Der scFv-Klon TM44-C7 wieß von allen scFv-Klonen die 
besten Produktionseigenschaften auf und erlaubte Proteinausbeuten von > 5,8 mg scFv/L 
Kulturvolumen im Schüttelkolben. Durch weitere Optimierungen der Produktionsbedingun-
gen sind jedoch noch weitaus höhere Proteinausbeuten zu erwarten. Dabei muß allerdings 
berücksichtigt werden, dass nicht alle produzierten scFv-Fragmente korrekt gefaltet werden 
und somit nicht funktionell sind (Kipriyanov et al., 1997). Die sekretorische Expression eines 
α-phOx-scFv-Fragments konnte von 3,0 mg/L durch den Zusatz von 0,4 M Saccharose auf 
16,5 mg/L im Medium erhöht werden (Kipriyanov et al., 1997). Das gleiche scFv-Fragment 
konnte in einer Hochzelldichtefermentation mit 1,2 g/L produziert werden (Sletta et al., 2004). 
Die optimalen Expressionsbedingungen in E. coli müssen für jedes scFv-Fragment neu be-
stimmt werden. 
Die auf MompC- und MompJ isolierten scFv-Fragmente wurden ebenfalls nach einer Produk-
tion im Schüttelkolben auf Kreuzreaktion im ELISA mit anderen Antigenen getestet. Dabei 
wurde bei dieser Analyse auch die Kreuzreaktion der isolierten Klone auf MompC bzw. 
MompJ getestet. Im ELISA konnte keine unspezifische Bindung mit den Kontrollantigenen 
nachgewiesen werden. Für die Klone TM78.1.3-G10 und TM83.3-A7 wurde jedoch eine 
Kreuzreaktion auf MompC bzw. MompJ festgestellt. TM78.1.3-G10 stammt aus der Selektion 
auf MompC und bindet im ELISA ebenfalls an MompJ. TM83.3-A7 war der einzige scFv-
Klon der aus der Selektion auf MompJ isoliert worden war. Die Klone TM80.3-A4 und 
TM80.3-E2 wurden nach diesen Untersuchungen nicht weiterverwendet, da eine zu schwache 
Antigenbindung im ELISA festgestellt worden war, um später in einem diagnostischen ELSA 
eingesetzt werden zu können. Bei dem Vergleich der Proteinausbeuten waren wieder deutli-
che Unterschiede zu sehen. Die scFv-Klone TM8.1.3-D5, TM78.1.3-G10 und TM81.3-D1 
ließen sich mit Ausbeuten von 0,2 bis 0,7 mg/L Kulturvolumen produzieren, während die 
Klone TM78.1.3-D6 und TM80.3-C1 sich mit über 2 mg scFv/L produzieren ließen. Der Klon 
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TM83.3-A7 wurden mit nur 0,07 mg scFv/L Kulturvolumen von allen scFv-Klonen am 
schlechtesten produziert. 
Da die ersten Selektions-ELISAs mit Produktionsüberständen bzw. aufgereinigtem Material 
durchgeführt wurden ohne die Konzentration zu berücksichtigen, war das ELISA-Signal von 
zwei Faktoren abhängig. Die Affinität des scFv-Fragmentes zum Antigen und der Expression 
des scFv-Fragmentes in E. coli. Beim Screening mittels ELISA mit definierten Konzentratio-
nen wurde der Einfluss der „Produzierbarkeit“ ausgeschlossen und den ELISA-Signalen lie-
gen lediglich die Affinität und gegebenenfalls die Avidität der eingesetzten scFv-Fragmente 
zu Grunde. Die scFv-Klone, die sich sehr gut produzieren lassen, wie TM44-C7 oder 
TM78.1.3-D6, ergaben nur aufgrund der hohen Konzentration ein hohes ELISA-Signal. So-
wohl bei den OmpD- als auch bei den MompC- bzw. MompJ-spezifischen scFv-Fragmenten 
konnten deutliche Unterschiede in der relativen Affinität festgestellt werden. Für die scFv-
Klone TM44-C8, TM43-G2, TM43-C5 und TM44-C7 konnte nur eine geringe Affinität zu 
dem Zielantigen festgestellt werden und mussten in hohen Konzentrationen eingesetzt werden. 
Die scFv-Klone TM43-F8 und TM43-E10 hatten eine hohe Affinität und ergaben bereits bei 
sehr geringen Konzentrationen ELISA-Signale A450-A620 ≥ 1,0. Die geringe Affinität des 
TM44-C7 wurde anhand einer Oberflächenplasmonresonanzmessung auf dem entsprechenden 
Epitop-präsentierenden Peptid bestätigt. Dieses Peptid lag bereits synthetisiert vor, da es sich 
um ein Peptid handelt, das bereits in einer vorangegangenen Arbeit (Selke et al., 2007) als 
immunogener Bestandteil von OmpD identifiziert worden war. In der Messung wurde eine 
Dissoziationskonstante KD von 1,22 × 10-7 M bestimmt. Vergleicht man die Affinität von 
TM44-C7 mit den gemessenen Affinitäten anderer scFv-Fragmente, so wird deutlich, dass 
TM44-C7 eher zu den niederaffinen Bindern gezählt werden muß. Huang und Kollegen (2006) 
isolierten mittels Phagendisplay einen α-Laminin-1-scFv mit einer KD von 9,9× 10-8 M und 
Schier und Kollegen isolierten einen α-c-erbB-2-scFv mit einer KD von 1,6× 10-8 M. Es sind 
allerdings auch scFv-Fragmente mit einer ähnlichen Affinität wie der TM44-C7 beschrieben. 
Müller-Loennies und Kollegen (2000) erhielten eine KD von 2,2× 10-7 M für einen α-LPS-
scFv. Durch Zufallsmutagenese und anschließende Selektion der mutierten scFv-Fragmente 
ist die Isolierung von scFv-Fragmenten mit KD-Werten im subnanomolaren Bereich möglich. 
In der eigenen Arbeitsgruppe konnten affinitätsgereifte α-MUC1-scFv-Fragmente mit einer 
KD von 5,7× 10-10 M erzeugt werden, was einer 400 fachen Affinitätsteigerung entsprach 
(persönliche Mitteilung H. Thie, AG Dübel). 
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Für die MompC- und MompJ-spezifischen scFv-Fragmente ergab sich ein ähnliches Ergebnis 
wie für die OmpD-spezifischen scFv-Fragmente. Die höchste Affinität konnte für den Klon 
TM83.3-A7 nachgewiesen werden. Für ihn konnte schon in den vorangegangen Analysen 
eine Bindung an MompC nachgewiesen werden und im konzentrationsabhängigen ELISA 
sind nahezu identische Messergebnisse auf MompC und MompJ festzustellen. Bei dem Klon 
TM78.1.3-G10, der ebenfalls im ELISA an beide Antigene bindet, konnte hingegen ein kon-
zentrationsabhängiger Unterschied in den Messergebnissen auf den beiden Antigen nachge-
wiesen werden, wobei die Bindung an MompJ generell schwächer ausfiel. Neben dem scFv-
Klon TM83.3-A7 konnte nur noch für den Klon TM81.3-D1 eine im Vergleich zu den ande-
ren scFv-Klonen gute Affinität zum Zielantigen nachgewiesen werden. Um exakte Aussagen 
über die Affinitäten machen zu können, müsste für alle isolierten scFv-Klone eine Oberflä-
chenplasmonresonanzmessung auf den entsprechenden Peptiden durchgeführt werden. Dieses 
lohnt sich allerdings aufgrund der zeit- und kostenintensiven Synthese von Peptiden nur für 
Antikörper, die sich in den anderen Versuchen für den Einsatz im diagnostischen ELISA als 
potentiell geeignet herausgestelt haben. Eine Messung auf den vollständigen Proteinen war 
nicht möglich, da die Kopplung der Antigene an die Oberfläche des Messchips unter denatu-
rierenden Bedingungen nicht möglich war. Auch die Kopplung der Antigenfraktionen 
MompC und MompJ, die nur in PBS gelöst waren, blieb erfolglos. Möglicherweise waren 
trotz Dialyse noch sehr geringe Mengen von Harnstoff vorhanden, die sich aufgrund der  
Aminogruppen des Harnstoffs störend auf die Kopplungsreaktion auswirkten. 
Anhand der durchgeführten ELISAs konnte gezeigt werden, dass bei der Isolation von Anti-
körperfragmenten aus Antikörpergenbibliotheken mehrere Faktoren eine Rolle spielen. 
TM44-C7 hat nur eine geringe Affinität, die bei der Selektion aus der HAL7 Antikörpergen-
bibliothek aber durch die sehr gute Produzierbarkeit kompensiert wurde. Der scFv-Klon 
TM83.3-A7 kann im Vergleich zu den anderen scFv-Klonen nur mit geringen Proteinausbeu-
ten produziert werden. Diese geringe Expressionsrate wird allerdings durch die bessere Affi-
nität zu MompJ im ELISA ausgeglichen. Im Selektionsprozess von Antikörperfragmenten 
sollte in einem möglichst frühen Stadium eine konzentrationsabhängige Analyse im ELISA 
durchgeführt werden, um die beschriebenen Aspekte zu untersuchen und somit potentiell 
geeignete scFv-Klone zu bestimmen bzw. ungeeignete Klone zu eliminieren. 
Nach den Analysen mittels ELISA wurden zur weiteren Charakterisierung der scFv-Klone die 
Bindungseigenschaften mittels Immunfärbung untersucht. Da die Selektion auf denaturiertem 
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Material durchgeführt wurde, war es wahrscheinlich scFv-Fragmente zu isolieren, die lineare 
Epitope erkennen. Bei der Immunfärbung wurde sowohl die Bindung an den rekombinant 
produzierten Zielantigenen OmpD, MompC und MompJ als auch an GST und den Ganzzell-
lysaten von C. coli, C. jejuni, S. Typhimurium-WT, S. Typhimurium ∆ompD und E. coli 
Top10 untersucht. Für alle OmpD-spezifischen scFv-Klone konnte eine Bindung an das re-
kombinante OmpD und an eine Proteinbande im Ganzzelllysat von S. Typhimurium-WT nicht 
aber im Lysat von S. Typhimurium ∆ompD, die der Laufhöhe des OmpD entspricht, nachge-
wiesen werden. Eine Kreuzreaktion mit GST oder E. coli-Lysat konnte wie im ELISA nicht 
festgestellt werden. Für das scFv-Fragment TM43-F8 konnte eine Kreuzreaktion mit zwei 
weiteren Proteinen von S. Typhimurium-WT und S. Typhimurium ∆ompD festgestellt werden. 
Da die Proteinbanden bei beiden Stämmen angefärbt wurden, muß es sich hierbei um andere 
Proteine als OmpD handeln. 
Für die Campylobacter-spezifischen scFv-Klone konnte ebenfalls eine Bindung an das re-
kombinante und das entsprechende Zielprotein im Ganzzelllysat nachgewiesen werden. Bis 
auf das scFv-Fragment TM83.3-A7 banden alle scFv-Fragmente nur an MompC. Das scFv-
Fragment TM78.1.3-G10 band nur in hohen Konzentrationen im ELISA an MompJ, obwohl 
bis auf zwei Aminosäuren das gleiche Epitop erkannt wird. Im Western-Blot war keine 
Kreuzreaktion festzustellen. Da es sich bei den erkannten Epitopen des scFv-Fragments um 
lineare Bereiche handelt, sollten konformationelle Unterschiede im Protein ausgeschlossen 
werden können. Das scFv-Fragment TM83.3-A7 band wie im ELISA sowohl an MompC als 
auch an MompJ. Alle isolierten scFv-Klone erkennen lineare Epitope und können somit im 
ELISA auf denaturiertem Material und im Western-Blot eingesetzt werden. Da sie auch im 
Ganzzelllysat spezifisch nur an MompC bzw. MompC und MompJ binden und keine Bindung 
mit anderen Campylobacterproteinen oder E. coli-Lysat eingehen, sind sie auch für einen 
Erregernachweis mittels Western- oder Dot-Blot geeignet. Hierfür müssen allerdings die 
Nachweisgrenzen und die Bedingungen einer eventuellen Voranreicherung bestimmt werden. 
Quian und Kollegen (2008) veröffentlichten Ergebnisse, in denen sie einen monoklonalen IgG 
auf die Eignung zur spezifischen Diagnostik von C. jejuni testeten. Dieser IgG hatte eine 
Nachweisgrenze von 1,7× 103 Zellen pro spot. 
Da die isolierten scFv-Fragmente lineare Epitope erkennen, konnte eine Bestimmung mittels 
Epitopkartierung auf Membranen durchgeführt werden. Bei der Epitopkartierung wurden die 
scFv-Fragmente auf Membranen inkubiert, an die 15 Aminosäuren lange Peptide mit der 
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Aminosäurenabfolge von OmpD, MompC bzw. MompJ imobilisiert wurden. Durch einen 
Sequenzversatz von je drei Aminosäuren konnte auf das Epitop rückgeschlossen werden. Für 
die fünf OmpD-spezifischen Fragmente konnte ein Epitop bestimmt werden. Für das scFv-
Fragment TM43-E10 wurde eine schwache Kreuzreaktion mit einem zweiten Epitop auf 
OmpD festgestellt. Für die auf MompC und MompJ isolierten scFv-Fragmente konnte nicht 
für alle der Epitopbereich bestimmt werden. Für die Klone TM78.1.3-D5 und TM78.1.3-D6 
war eine Bestimmung des Epitops nicht möglich, da kein definierter Bereich auf der Memb-
ran gefärbt wurde. Für das scFv-Fragment TM83.3-A7 konnte ein zwölf Aminosäuren langer 
Bereich als potentielles Epitop eingegrenzt werden. Wie die vorangegangen Versuche mittels 
ELISA und Immunfärbung vermuten ließen, war diese Aminosäuresequenz sowohl in 
MompC als auch in MompJ zu finden. Bei der Epitopkartierung von TM80.3-C1 und 
TM81.3-D1 konnte eine Sequenz von neun Aminosäuren als Epitopbereich bestimmt werden. 
Beide scFv-Klone erkennen das gleiche Epitop, obwohl sie selbst unterschiedliche Aminosäu-
resequenzen aufweisen. Das erkannte Epiotop dieser beiden scFv-Fragmente war auch in 
MompJ vorhanden, jedoch wurde keine Kreuzreaktion der scFv-Fragmente auf MompJ im 
ELISA oder der Immunfärbung nachgewiesen. Um eine genauere Aussage über die an der 
Bindung beteiligten Aminosäuren treffen zu können, müsste der als Epitop bestimmte Bereich 
auf einer neuen Membran mit einser Aminosäureversatz synthetisiert und getestet werden 
(Frank, 1992). 
Anhand eines 3D-Homologiemodells für OmpD bzw. einer 2D-Strukturanalyse von MompC 
und MompJ (Zhang et al., 2000) wurden die Epitope den Strukturbereichen im nativen Pro-
tein zugeordnet. Membranproteine sind hauptsächlich aus β-Faltblättern aufgebaut, die durch 
kurze loops miteinander verbunden sind. Diese Struktur ermöglicht es ihnen den Transport 
von niedermolekularen Substanzen durch die Membran zu gewährleisten. Antikörperfragmen-
te, die externe loops von Membranproteinen erkennen, sollten am ehesten in der Lage sein 
eine Kompetition im ELISA mit Serumantikörpern zu bewirken. Die externen loops sind 
neben der LPS-Schicht die Strukturen, die bei der Infektion mit Bakterien vom Immunsystem 
als erstes als fremdartig erkannt werden und zur Generierung von Antikörpern führen (Singh 
et al., 2000). Für die scFv-Fragmente konnte kein bevorzugtes Epitop festgestellt werden. Die 
scFv-Fragmente binden an Bereiche von β-Faltblättern und an die Übergangsbereiche von 
β-Faltblättern zu den loops. Es wurden keine Antikörperfragmente isoliert, die nur im Bereich 
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eines loops binden. TM43-E10 war das scFv-Fragment, dessen Epitop zum größten Teil im 
Bereich eines loops lag.  
Bei der Etablierung von Testsystemen in der Diagnostik muß auch ein besonderes Augenmerk 
darauf gelegt werden, wie gut bzw. wie lange das System gelagert und verwendet werden 
kann. Ein großes Problem von scFv-Fragmenten ist die Neigung zur Bildung von Dimeren 
oder größeren Aggregaten. Je länger die scFv-Fragmente gelagert werden, desto wahrschein-
licher ist es, dass es zur Bildung größerer Aggregate kommen kann (Breitling & Dübel, 1997). 
Derartige scFv-Fragmente sind für den diagnostischen Einsatz unbrauchbar. Anhand einer 
Größenausschlusschromatographie wurden die isolierten scFv-Fragmente auf ihr Aggregie-
rungsverhalten hin untersucht. Die scFv-Fragmente TM44-C7, TM43-E10, TM43-F8 und 
TM78.1.3-G10 lagen hauptsächlich in der monomeren Form vor. Nur ein sehr geringer Anteil 
lag als größere Aggregate vor. Diese scFv-Fragmente wären aufgrund ihrer geringen Aggre-
gationsneigung auch für eine längere Lagerung und dem Einsatz im Testsystem geeignet. Die 
scFv-Fragmente TM43-G2 und TM78.1.3-D5 lagen zum großen Teil als Dimere bzw. als 
größere Aggregate vor und bieten somit keine guten Voraussetzungen um in einem auch län-
ger lagerfähigen Testsystem eingesetzt zu werden.  
Bestandteil dieser Arbeit war die Parameterbestimmung für einen kompetitiven ELISA. 
Kompetitive ELISA wurden z. B. bereits zur Diagnostik von Schistosoma japonicum (Mit-
chell et al., 1983), Trypanosoma cruzi (Tachibana et al., 1988) und Babesia bigemina (Goff et 
al., 2008) beschrieben. Allen gemeinsam ist die Verwendung von IgG-Antikörpern als Kom-
petititor. Da der Nachweis über die eingsetzten Kompetitoren erfolgt, hat dies den Vorteil, 
dass dieses Testsystem tierartübergreifend eingesetzt werden kann, ohne das Nachweissystem 
ändern zu müssen. Der kompetitive ELISA ist prinzipiell so aufgebaut, dass die eingesetzten 
Antikörper mit den Antikörpern des zu testenden Serums um die freien Bindungsstellen am 
Antigen konkurrieren und dadurch auch die Spezifität des Testsystems erhöhet werden kann 
(Maddison, 1991). Da der Nachweis des Kompetititor erfolgt, findet im ELISA eine Ab-
schwächung des Messsignals statt, wenn sich im Testserum Antikörper gegen das gekoppelte 
Zielantigen befinden. Ein ELISA zur Diagnostik von Salmonellen bzw. Campylobacter mit 
einem rekombinanten scFv-Fragment als Kompetititor wurde bisher nicht beschrieben und 
sollte in dieser Arbeit etabliert werden.  
Für die Etablierung wurden verschiedene Parameter untersucht werden. Anhand von Titrati-
ons-ELISAs wurde die einzusetzende Menge an Antigen und scFv-Fragment und die Verdün-
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nung des Testserums bestimmt (Daten nicht gezeigt). Eine Antigenmenge von 100 ng pro 
Kavität und eine Serumverdünnung von 1:4 erwies sich als geeignet, um im ELISA Meßsig-
nale von A450-A620 ≈ 1,0 im linearen Bereich zu erhalten. Zum Erreichen dieses Wertes 
mussten die verschiedenen scFv-Fragmente in Konzentrationen von 1 bis 5 µg/mL eingesetzt 
werden. In der Diagnostik übliche Verdünnungen der Tierseren liegen bei 1:200 oder höher 
(pers. Mitteilung J. Stratmann-Selke, IVD GmbH) aber auch unverdünnte Seren kommen 
teilweise zum Einsatz (Goff et al., 2008). Ein weiterer zu testender Parameter war die Inkuba-
tionsreihenfolge der einzelnen Lösungen. Ein kompetitiver Effekt war nur dann zu verzeich-
nen, wenn das zu testende Serum vor dem verwendeten scFv-Fragment inkubiert wurde. Bei 
gleichzeitiger Inkubation oder einer Inkubation des scFv-Fragments auf dem Antigen vor dem 
Serum konnte kein kompetitiver Effekt festgestellt werden. Zu erklären wäre dieses dadurch, 
dass die scFv-Fragmente eine höhere Affinität als die Antikörper in den Tierseren haben und 
sie deshalb nicht mehr verdrängt werden können. IgGs besitzen gegenüber scFv-Fragmenten 
aufgrund ihrer zwei Bindungsarme einen Aviditätseffekt, der zu einer höheren apparenten 
Affinität führen kann. Dieser Effekt wirkt sich allerdings nur bei einer hohen Antigendicht auf 
der ELISA-Platte aus. Die Antikörper im Serum wurden im Gegensatz zu den scFv-
Fragmenten nicht auf denaturiertem sondern auf nativem Antigen durch die Infektion von 
Schweinen mit Salmonellen generiert. Dies könnte wiederum ein Affinitätsvorteil für die 
scFv-Fragmente sein, da sie auf dem Antigen in denaturierter Form selektioniert wurden. Bei 
der Selektion auf denaturiertem Protein stehen den scFv-Fragmenten wesentlich mehr und 
andere Bereiche des Membranproteins zur Bindung zur Verfügung als dem Immunsystem, 
das zum großen Teil die ganzen Bakterienzellen präsentiert bekommt. Dabei können nur 
Antikörper binden, die die externen loops der Membranproteine erkennen.  
Nach Festlegung der Inkubationsreihenfolge wurden die einzelnen isolierten scFv-Fragmente 
auf ihre Eignung zum Einsatz im kompetitiven ELISA untersucht. Die größte Kompetition 
wurde mit dem scFv-Fragment TM43-E10 erreicht. Hier konnte bei der Verwendung des 
positiven Testserums eine Verringerung des ELISA-Signals in Bezug auf die Maximalwert-
kontrolle von 65 % festgestellt werden. Das scFv-Fragment TM43-F8 zeigte den gleichen 
Effekt, allerdings fand hierbei keine Diskriminierung zwischen dem positiven Testserum und 
dem negativen Ferkelserum statt. Für die scFv-Fragmente TM44-C7, TM43-E2 und 
TM43-G2 konnte kein oder nur geringer kompetitiver Effekt festgestellt werden. Die scFv-
Fragmente TM43-E10 und TM43-F8 waren die Antikörperfragmente deren Epitope im Über-
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gangsbereich eines β-Faltblattes zu einem externen loop lagen und in der Lage sein sollten mit 
den potentiellen Serumantikörpern um die Bindungsstellen zu konkurrieren. Dass nicht alle 
scFv-Fragmente den gleichen kompetitiven Effekt aufweisen, bestätigt die Spezifität der 
Reaktion und unspezifische Einflüsse z. B. der Pufferbestandteile können ausgeschlossen 
werden. Die scFv-Klone TM43-E10 und TM43-F8 sind somit am besten geeignet einen kom-
petitiven ELISA zur Diagnostik zu etablieren.  
Trotz der Isolierung von zwei geeigneten scFv-Fragmenten, wurde zur Erweiterung des zur 
Verfügung stehenden Antikörperrepertoires eine Mutagenisierung der isolierten scFv-
Fragmente durchgeführt. Die Mutagenisierung wurde mittels error-prone-PCR durchgeführt, 
da diese Methode hohe Mutationsraten in dem entsprechenden Gen verursacht und somit die 
Wahrscheinlichkeit erhöht nach der Selektion scFv-Fragmente mit verbessert Bindungs- und 
Produktionseigenschaften zu erhalten. Die Erhöhung der Affinität der scFv-Fragmente hätte 
den Vorteil, dass im diagnostischen ELISA eine geringere Antigen- und scFv-
Fragmentmenge eingesetzt werden könnte und somit der Test-ELISA kostengünstiger ange-
boten und sensitiver gemacht werden könnte. Die Affinität dürfte aber nicht so weit gesteigert 
werden, dass die scFv-Fragmente von den Serumantikörpern nicht mehr verdrängt werden 
können. Eine Erhöhung der Produktionsrate der Antikörperfragmente hätte den gleichen Vor-
teil und durch die größeren Chargen müssten seltener Chargenkontrolle stattfinden. Für die 
Erzeugung der mutagenisierten Antikörpergenbibliothek wurden die α-OmpD-scFv-
Fragmente TM43-E2, TM43-G2, TM44-C7, TM44-C8, TM43-E10 und TM43-F8 verwendet. 
Da andere Arbeiten (Schier et al., 1996) (Zahnd et al., 2004) (Daugherty et al., 2000) (Groves 
et al., 2006) und (Thie, 2008) gezeigt haben, dass durch die Mutagenisierung Antikörper-
fragmente mit völlig veränderten Bindungseigenschaften erzeugt werden können, wurden 
nicht nur die zwei favorisierten scFv-Fragmente TM43-E10 und TM43-F8 verwendet. Um 
eine möglichst komplexe Bibliothek zu erhalten, wurden die sechs verwendeten Antikörper-
fragmente in getrennten Ansätzen mutagenisiert. Da bereits OmpD-spezifische Antikörper-
fragmente eingesetzt wurden und aufgrund der hohen Anzahl an Klonen, die ein insert der 
vollen Länge beinhalten, bestand die Möglichkeit, OmpD-spezifische Antikörperfragmente 
mit verbesserten Eigenschaften für den kompetitiven ELISA zu isolieren. 
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4.2 Ausblick 
In weiteren Arbeiten müssen zu Etablierung eines kompetitiven, diagnostischen ELISAs die 
isolierten und favorisierten OmpD-spezifischen scFv-Fragmente TM43-E10 und TM43-F8 
mit weiteren Testseren und schließlich im Feldversuch auf ihre Eignung zur Salmonellen-
diagnostik hin untersucht werden und eventuell weitere geeignete scFv-Klone aus den muta-
genisierten Antikörpergenbibliotheken isoliert und charakterisiert werden. Weiterhin muss die 
Spezifität und Sensitivität des kompetitiven ELISAs mit den bereits kommerziell erhältlichen 
Testsystemen verglichen werden. Die Produktion von TM43-E10 und TM43-F8 sollte aus 
dem Schüttelkolbenmaßstab auf die Produktion in Bioreaktoren umgestellt werden, um größe-
re Mengen der Antikörper zu erhalten und die Kosten für deren Produktion zu reduzieren. Die 
höheren Proteinausbeuten der einzelnen Produktionen würde auch die Chargeninkonsistenz 
minimiert. Von den MompC- bzw. MompJ-spezifischen Antikörperfragmenten müssen an-
hand von kompetitiven ELISAs mit Testseren geeignete Kandidaten für das Diagnostiksystem 
bestimmt werden. Dabei kann dieselbe Strategie eingesetzt werden, die sich für die OmpD-
spezifischen scFv-Fragmente bewährt hatte. 
Um den diagnostischen ELISA weiter zu optimieren, wurden die isolierten scFv-Fragmente 
mit einer Biotinylierungsdomäne ausgestattet, die eine in vivo Biotinylierung bei Koexpressi-
on von BirA in E. coli ermöglicht. Die Biotinylierung der scFv-Fragmente hat den Vorteil, 
dass der Nachweis im Test-ELISA direkt über Streptavidin-HRP geführt werden kann. Die 
Bindung von Streptavidin an Biotin ist hochspezifisch und nahezu irreversibel, wodurch die 
Messungenauigkeit aufgrund des Nachweissystems verringert wird. Zur weiteren Verkürzung 
der Inkubationszeit, könnte das eingesetzte scFv-Fragment bereits mit dem Streptavidin-HRP 
vorgemischt werden. 
In einem neuen Projekt sollen weitere infektiologisch relevante Antigene identifiziert und für 
die Selektion neuer Antikörperfragmente verwendet werden. 
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5 Zusammenfassung 
Salmonellen und Campylobacter gehören weltweit zu den wichtigsten Zoonoseerregern und 
verursachten zusammen 2007 allein Deutschland über 116.000 lebensmittelbedingte Infektio-
nen beim Menschen. Die am häufigsten isolierten Stämme sind Salmonella Typhimurium, 
Campylobacter coli und Campylobacter jejuni. Schweinefleisch zählt dabei zu den Hauptin-
fektionsquellen in Industrieländern. Ein in den letzten Jahren immer größer werdende Prob-
lematik ist die Entwicklung von multiresistenten Stämmen, die teilweise gegen 17 getestete 
antimikrobielle Substanzen resistent waren. Dies erschwert die Behandlung im Falle einer 
Infektion mit diesen Erregern und macht eine lückenlose und zuverlässige Diagnostik bereits 
im Erzeugerbetrieb erforderlich. 
Ziel dieser Arbeit war es, rekombinante Antikörperfragmente gegen die Membranproteine 
OmpD von Salmonella Thyphimurium, MompC von C. coli und MompJ von C. jejuni zu 
generieren. Diese Antikörperfragmente sollten anschließend in einem tierartübergreifenden 
kompetitiven ELISA zur Diagnostik eingesetzt werden. 
Aus einem subtraktiven whole-cell-Panning auf zwei Salmonellenstämmen konnten zwei 
scFv-Fragmente isoliert werden, die spezifisch an Salmonellen nicht aber an OmpD binden. 
Alternativ wurde OmpD, MompC und MompJ rekombinant in E. coli hergestellt, unter dena-
turierenden Bedingungen aufgereinigt und als Antigene zur Antikörperselektion eingesetzt. Es 
konnten fünf scFv-Klone gegen OmpD, fünf gegen MompC und ein scFv-Klon gegen MompJ 
isoliert werden. Die Spezifität der Antikörper wurde mittels ELISA und Western-Blot nach-
gewiesen. Außerdem wurden die Epitope und das Aggregierungsverhalten der Antikörper-
fragmente untersucht. Nach abgeschlossener Charakterisierung wurde die Eignung der 
isolierten scFv-Fragmente für den Einsatz im kompetitiven ELISA überprüft. Das scFv-
Fragment TM43-E10 war in der Lage, bei Verwendung eines Salmonellen-positiven Schwei-
neserums, im Vergleich zur Maximalwertkontrolle eine Signalreduzierung von 65 % zu erzie-
len. 
Die in dieser Arbeit isolierten und charakterisierten Antikörperfragmente könnten somit für 
die Etablierung einer effektiven Diagnostik von Salmonellen und Campylobacter bedingten 
Zoonosen genutzt werden.  
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6 Summary 
 
Salmonella and Campylobacter spec. are the major pathogens causing zoonoses and elicited 
116000 cases of foodborne infections in Germany in the year 2007. Salmonella serotype Ty-
phimurium, Campylobacter coli, and Campylobacter jejuni are the most frequently isolated 
bacteria in these cases. Pork is the essential origin of infection in industrial countries. Because 
of the increasing number of multiresistant pathogens during the last decade a fast diagnostic 
without interruption is needed.  
The aim of this thesis was the isolation of recombinant antibody fragments against the outer 
membrane proteins OmpD of Salmonella serotype Typhimurium, MompC of Campylobacter 
coli, and MompJ of Campylobacter jejuni to establish a competitive ELISA for diagnostics. 
Two Salmonella serotype Typhimurium specific scFv clones were isolated by whole cell 
panning, but these clones unable to bind to OmpD. An alternative panning with the recombi-
nant antigens OmpD, MompC and MompJ was performed under denaturing conditions. Over-
all, five scFv clones against OmpD, five scFv clones against MompC, and one clone binding 
to MompJ were isolated and characterised by ELISA, Western blot and size exclusion chro-
matography. After characterisation, it was testet, if the scFv fragments were appropriate for 
competitive ELISA. When using Salmonella serotype Typhimurium positive serum the scFv 
fragment TM43-E10 was able to reduce the ELISA signal. The ELISA signal was reduced 
about 65 % compared to the sample without serum. 
The scFv fragments isolated and characterised in this thesis could be applicable to establish an 
effective method for diagnostics of zoonoses caused by Salmonella serotype Typhimurium an 
Campylobacter.  
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8 Anhang 
8.1 Verwendete Vektoren 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8.1: OmpD-Expressionsvektoren 
Vektorkarten der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide zur Expression von OmpD-His6 und GST-OmpD-His6 
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Abbildung 8.2: scFv-Panning und Expresionsvektoren 
In dieser Arbeit verwendete Panning- und Expressionsvektoren mit dem scFv-Fragment TM43-E10 
  
8.2 Membranen für die Epitopbestimmung
8.2.1 Epitope der OmpD
 
Abbildung  8.3: Epitopkartierung mittels Peptidmembran
Epitopkartierung der OmpD-spezifischen scFv
Nachweissystem Maus-α-c-myc-
B) TM44-C7 C) TM43-E2 D)
Färbelösung verwendet. Die Pfeile kennzeichnen die drei gefärbten Peptid
 
 
-spezifischen scFv-Fragmente 
  
-Klone Es wurden 4 µg des scFv-Fragmentes verwendet. 
IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α-Maus-IgG (Fc spez.) AP
 TM43-E10 E) TM43-G2 F) TM43-F8 Als Substrat wurde MTT/BCIP
-Spots. 
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A) 
-Konjugat (1:10.000). 
-
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8.2.2 Epitope der MompC-
 
 
 
 
 
 und MompJ-spezifischen scFv-Fragmente 
 
  
 
Abbildung  8.4: Epitopkartierung mittels Peptidmembran
Epitopkartierung der MompC- und MompJ
verwendet. Der Nachweis erfolgte mit Maus
Konjugat (1:10.000). Als Substrat wurde MTT/BCIP
C) TM78.1.3-G10 D) TM80.3-C1 
 
 
 
-spezifischen scFv-Fragmente. Es wurden 4 µg des scFv
-α-c-myc-IgG 9E10 (1:500) und Ziege-α
-Färbelösung verwendet. A) TM78.1.3
E) TM81.3-D1 F) TM83.3-A7 
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-Fragments 
-Maus-IgG (Fc spez.) AP-
-D5 B) TM78.1.3-D6 
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8.3 Produktion der Antigene OmpD, MompC und MompJ 
8.3.1 Immunfärbung von GST-OmpD-His6 
 
 
Abbildung 8.5: Immunfärbung von MompC und MompJ und GST-OmpD-His6 
Je 17 µL der Elutionsfraktionen wurden mittels 10 %iger SDS-PAA-Gel aufgetrennt und für den Western-Blot 
mit anschließender Immunfärbung verwendet. Der Nachweis erfolgte über Maus-α-His5 (1:500) von Qiagen und 
Ziege-α-Maus-IgG (Fc spez.) AP-Konjugat (1:10.000). Als Substrat diente NBT/BCIP (je 1:100) 
8.3.2 Immunfärbung von MompC und MompJ 
 
 
Abbildung 8.6: Immunfärbung von MompC und MompJ 
Je 17 µL der Elutionsfraktionen wurden mittels 10 %iger SDS-PAA-Gel aufgetrennt und für den Western-Blot 
mit anschließender Immunfärbung verwendet. Der Nachweis erfolgte über Maus-α-His6 (1:5000) von Roche 
und Ziege-α-Maus-IgG (Fc spez.) AP-Konjugat (1:10.000). Als Substrat diente NBT/BCIP (je 1:100). 
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